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“A mente que se abre a uma nova ideia jamais voltará ao seu tamanho 
original”. 
Adaptado de Oliver Wendell Holmes Sr 
 
“Tudo aquilo que o homem ignora, não existe para ele. Por isso o universo de 
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As aranhas-marrons são aracnídeos peçonhentos que pertencem ao gênero 
Loxosceles. No Estado do Paraná, a espécie Loxosceles intermedia é a mais 
frequente e, devido ao grande número de acidentes que causa, possui importância 
médica. O veneno dessas aranhas é uma mistura cristalina de proteínas e peptídeos 
de baixa massa molecular (5-40 kDa), sendo que as enzimas são as mais estudadas, 
tais como as fosfolipases-D, metaloproteases e hialuronidases. O transcriptoma da 
glândula de veneno confirmou a existência de diferentes classes de toxinas e revelou 
a predominância de transcritos para diversas toxinas potencialmente inseticidas 
(56%) pertencentes a família das notinas, as quais foram pouco estudadas até o 
momento. Peptídeos inseticidas já foram descritos para o veneno de L. intermedia 
onde três peptídeos, LiTx 1, LiTx 2 e LiTx 3, foram purificados do veneno e mostraram 
atividade inseticida sobre larvas de mariposa, Spodoptera frugiperda.  O presente 
trabalho visou o estudo de toxinas inseticidas da família das notinas presentes no 
veneno de L. intermedia. A toxina do tipo notina que foi foco inicial do trabalho, 
apresenta 52% de identidade aminoacídica com uma toxina inibidora de canal de 
sódio de insetos encontrada na aranha Macrothele gigas. A partir da biblioteca de 
cDNA do transcriptoma, a U2-SCRTX-Lit2, foi clonada e expressa heterologamente 
em Escherichia coli e Pichia pastoris. Mesmo a toxina sendo expressa em condições 
solúveis ela não apresentou atividade biológica quando testada. Foram também 
expressas em E. coli e testadas outras três toxinas (U2-SCRTX-Lit1b, U1-SCRTX-
Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b) potencialmente inseticidas presentes no veneno de L. 
intermedia, essas foram purificadas e tiveram sua atividade biológica testada em 
moscas. Todas as três toxinas apresentaram atividade inseticida e baixa atividade 
sobre canais iônicos de mamíferos. Também foi possível determinar a estrutura da 
U2-SCRTX-Lit1b por RMN, onde obteve-se a primeira estrutura resolvida de toxina 
da família ICK com cinco pontes dissulfeto. Os dados gerados reforçam a ideia de 
aplicação biotecnológica de toxinas de aranha. A caracterização de toxinas inseticidas 
presentes no veneno de L. intermedia contribui com a expansão do conhecimento 
sobre o veneno de aranha marrom e além disso com a ideia de desenvolver um 










Brown spiders are venomous animals which belong to Loxosceles genus. At Paraná 
state, Loxosceles intermedia is the most abundant specie, and it is medically important 
due to great number of envenomation it causes. L. intermedia venom is a cristal clear 
mixture of proteins and peptides of low molecular weight (5-40 kDa), and the most 
studied ones are the enzimes, as phospholipases-D, metalloprateases and 
hyaluronidases. The venom gland transcriptome confirmed the existence of several 
toxins classes where the predominant transcripts were for potentially insecticidal 
toxins (56%) belonging to knottin family, under studied up to date. Insecticidal peptides 
already were described for L. intermedia venom where three peptides, LiTx 1, LiTx 2 
and LiTx 3, were purified from whole venom and show insecticidal activity against moth 
larvae (Spodoptera litutra). Our aim was the insecticidal toxins from knottin family from 
L. intermedia venom. A knottin toxin was the first subject of our work, it has 52% of 
amino acidic identity with a sodium channel inhibitor toxin from Macrothele gigas 
spider. From a cDNA library the U2-SCRTX-Lit2 were cloned and recombinant 
expressed in Escherichia coli and Pichia pastoris. We were able to express it in a 
soluble way, but the toxin didn´t show biological activity when tested. We also express 
in E. coli and test three other insecticidal toxins (U2-SCRTX-Lit1b, U1-SCRTX-Lit1a e 
U1-SCRTX-Lit1b) from L. intermedia venom, with activity over sheep blowflies. All 
three toxins are insecticidal and has low activity over mammal ion channels. We also 
were able to solve the molecular structure of U2-SCRTX-Lit1b by NMR spectroscopy, 
and it´s the first structure with five disulphide bonds from knottin family solved. The 
data reinforce the biotechnological application for spider toxins. The characterization 
of insecticidal toxins from L. intermedia venom contributes to increase the knowledge 
about brown spider venom and with the aim of develop a new bioinsecticide agent that 












1.1 Gênero Loxosceles 
As aranhas do gênero Loxosceles pertencem à família Sicariidae, subordem 
Labidognatha, ordem Araneae, classe Arachnida e filo Arthropoda (Platnick, 2016). 
São popularmente conhecidas como aranhas-marrons dada sua coloração variar de 
marrom claro até marrom escuro, ou também como aranhas-violino por possuírem 
uma mancha que se assemelha ao desenho de um violino no cefalotórax (Futrell, 
1992). Tais aranhas possuem uma distribuição mundial, com mais de 100 espécies 
já descritas em vários países da Europa, África, Oceania, partes da Ásia, América do 
Norte, América Central e, principalmente, da América do Sul (Gertsch e Russell, 1975; 
Da Silva et al., 2004); (Platnick, 2016). Possuem um corpo que varia de 8 a15 mm e 
suas pernas chegam a medir 30 mm de comprimento, possuem seis olhos brilhantes 
em semi-círculo sobre o cefalotórax, organizados em pares, apresentam dimorfismo 
sexual, sendo que os machos possuem corpo menor e pernas maiores que as 
fêmeas. (Bücherl, 1972).  
As aranhas do gênero Loxosceles são sedentárias, têm hábitos noturnos e, 
diferente de outros artrópodes e ofídios, não são agressivas. Constroem teias 
irregulares que parecem fios de algodão esfiapado, alimentam-se de pequenos 
insetos e se reproduzem facilmente, mesmo em ambientes desfavoráveis. Podem 
suportar temperaturas de 8°C a 43°C, e a maior ocorrência de acidentes com essas 
aranhas está nos meses quentes do ano (74% dos casos). Tanto os machos quanto 
as fêmeas são peçonhentos e podem sobreviver mais de 276 dias sem água ou 
alimento (Futrell, 1992; Malaque et al., 2011; Vetter, 2011). 
No Brasil, é relatada a ocorrência de onze espécies de Loxosceles, das quais 
quatro endêmicas do país (Tambourgi et al., 2010; Platnick, 2016). No Paraná, foram 
descritas quatro dessas espécies, sendo que a L. intermedia se mostrou a mais 
abundante, seguida da L. gaucho, L. laeta e L. hirsuta (Marques-Da-Silva e Fischer, 
2005). As aranhas-marrons são conhecidas pelos acidentes que causam 
principalmente nas regiões Sul e Sudeste do país, onde as espécies com maior 
importância médica são L. intermedia, L. laeta e L. gaucho (Sezerino et al., 1998); 
(Malaque, 2002); (Da Silva et al., 2004). Dentre tais três espécies, a L. intermedia está 




houve um total de 7.448 casos de envenenamentos por picadas de aranhas-marrons 
registrados no Brasil, dos quais 4.321 casos ocorreram no Estado do Paraná 
(SISTEMA NACIONAL DE NOTIFICAÇÕES DE AGRAVOS MINISTÉRIO DA SAÚDE 
BRASIL, 2014). É sugerido que o fato da L. intermedia ser mais abundante no Estado 
está relacionado com características mais generalistas dessa espécie, no que diz 
respeito a condições ambientais como: variação de temperatura, umidade e altitude 
variadas. Elas também se locomovem mais do que outras espécies e tem facilidade 
de se adaptar a diferentes substratos  (Marques-Da-Silva e Fischer, 2005).  
1.2 Veneno Loxoscélico 
O veneno das aranhas-marrons é uma mistura complexa essencialmente de 
peptídeos, proteínas e enzimas de baixa massa molecular (5-40 kDa) (Mota e 
Barbaro, 1995); (Da Silveira et al., 2002); (Da Silva et al., 2004); (Appel et al., 2005), 
das quais as mais estudadas são as fosfolipases-D, hialuronidases, metaloproteases 
e serinoproteases (Futrell, 1992); (FEITOSA ET AL., 1998); (VEIGA, DA SILVEIRA, 
ET AL., 2000; VEIGA, FEITOSA, ET AL., 2000); (YOUNG E PINCUS, 2001); (VEIGA, 
ZANETTI, BRAZ, ET AL., 2001; VEIGA, ZANETTI, FRANCO, ET AL., 2001); (Da 
Silveira et al., 2002); (Da Silveira, Pigozzo, et al., 2007; Da Silveira, Wille, et al., 2007). 
As fosfolipases-D (32-35 kDa), anteriormente denominadas de 
esfingomielinases-D, são as enzimas mais estudadas do veneno de aranha-marrom, 
devido ao fato de que elas sozinhas, nas formas nativas ou recombinantes, são 
capazes de reproduzir muitos dos efeitos desencadeados no envenenamento 
decorrentes da picada das aranhas-marrons em humanos, como a lesão 
dermonecrótica, bem como alterações de permeabilidade, hemólise, nefrotoxicidade 
e agregação plaquetária in vitro (Da Silva et al., 2004); (Appel et al., 2005; Da Silveira 
et al., 2006; Appel et al., 2008; Kusma et al., 2008; Chaves-Moreira et al., 2009). Já 
foram descritas e testadas sete isoformas recombinantes de fosfolipases-D as quais 
compartilham similaridade entre as sequencias entre 55–99% principalmente na 
região do sítio catalítico. Entretanto, a análise transcriptômica da glândula produtora 
de veneno revelou que apenas 20,2% dos transcritos para toxinas de L. intermedia 
são codificantes para fosfolipases (Fig. 1) (Gremski et al., 2014).  
Uma família de enzimas também bem conhecida é a das metaloproteases, 




A, 20-28 kDa, que possui ação proteolítica sobre fibronectina e fibrinogênio, e 
Loxolisina B, 32-35 kDa, esta com atividade gelatinolítica (Feitosa et al., 1998). Tais 
moléculas podem estar envolvidas nos distúrbios hemostáticos observados nos 
envenenamentos, tais como danos nos vasos sanguíneos e hemorragias na derme. 
Ademais, podem ser um fator de espalhamento para as demais toxinas do veneno 
devido sua ação sobre os componentes da matriz extracelular (Da Silveira et al., 
2002); (Zanetti et al., 2002). As metaloproteases foram caracterizadas como 
pertencentes à família das Astacinas, portanto foram genericamente denominadas 
LALP (Loxosceles Astacin-Like Protease) (Da Silveira, Wille, et al., 2007). Até o 
presente momento, sabe-se que existem mais duas isoformas de metaloproteases da 
família das astacinas no veneno de L. intermedia (LALP 2 e LALP 3) e pelo menos 
uma isoforma de astacina nos venenos de L. laeta e L. gaucho (LALP 4 e LALP 5, 
respectivamente), sugerindo que haja uma família de genes para astacinas 
possivelmente presente em todo o gênero Loxosceles (Trevisan-Silva et al., 2010). 
 
 
Figura 1. Quantidades relativas de transcritos de cada classe de toxina presente na glândula de veneno 
de L. intermedia. Círculos em vermelho denotam as classes de toxinas potencialmente inseticidas, que 





Deve-se destacar também as hialuronidases, enzimas que degradam ácido 
hialurônico e condroitim-sulfato da matriz extracelular, que estão relacionadas ao 
espalhamento gravitacional característico no envenenamento por aranha-marrom, 
devido a desorganização das moléculas de matriz (Da Silveira, Chaim, et al., 2007). 
Relata-se que pela degradação de glicosaminoglicanos, a matriz torna-se mais fluida 
facilitando o espalhamento das toxinas e mediadores secundários pelo organismo 
(Ferrer et al., 2013; Gremski et al., 2014). Interessantemente, representando apenas 
0,1% dos transcritos para toxinas, as hialuronidases apresentam atividade biológica 
relevante no quadro de envenenamento, onde mostrou-se capaz de aumentar a lesão 
causada pela fosfolipase recombinante em pele de coelho (Ferrer et al., 2013).   
Outra toxina já caracterizada no veneno de L. intermedia foi a toxina da família 
da TCTP (translationally-controlled tumor protein), as quais são proteínas altamente 
conservadas em eucariotos, expressas em diferentes tipos celulares e tecidos (Sade 
et al., 2012). O nome é devido ao fato de tal proteína ter sido primeiramente 
identificada em carcinoma mamário humano e ser regulada no nível traducional, essa 
proteína também estava associada a liberação de histamina (Bommer e Thiele, 2004). 
A TCTP encontrada no veneno de L. intermedia foi produzida recombinante e capaz 
de induzir edema de pata e aumento da permeabilidade vascular em camundongos 
(Sade et al., 2012).  
Por fim, toxinas inseticidas já foram identificadas no veneno de L. intermedia, 
sendo as primeiras descritas por (De Castro, Cibele Soares et al., 2004) que por meio 
de uma série de cromatografias isolou três toxinas com atividade inseticida. Tais 
toxinas inseticidas são peptídeos com massas moleculares entre 5,6–7,9 kDa então 
denominados LiTx 1, LiTx 2 e LiTx 3 (ou U1-SCRTX-Lit1a, U1-SCRTX-Lit1b e U2-
SCRTX-Lit1 segundo (King, Gentz, et al., 2008). Todas essas toxinas, quando 
injetadas, foram capazes de causar paralise flácida em larvas de mariposa 
(Spodoptera frugiperda) levando-as à morte, porém não foram estabelecidos valores 
para PD50 ou LD50. Analises filogenéticas baseadas em similaridade das suas 
sequências aminoacídicas e atividade biológica, relacionaram as toxinas aos 
peptídeos com ação sobre canais iônicos para sódio e cálcio, bem como foram 
classificadas como pertencentes à família das notinas (De Castro, C. S. et al., 2004; 




SCRTX-Lit1b foi clonada e caracterizada como pertencente à família das notinas por 
Matsubara e colaboradores (2013), esse trabalho ainda mostrou por reações 
cruzadas entre anticorpos que as notinas estão presentes em L. laeta e L. gaucho 
(Matsubara et al., 2013). Além das LiTx de 1 a 3 descritas anteriormente o 
transcriptoma da glândula produtora de veneno de L. intermedia demonstrou a 
existência da LiTx 4 da neurotoxina similar a Magi 3, ambas com potencial inseticida. 
Toxina semelhante a Magi 3 também foi encontrada no transcriptoma de L. laeta 
representando 0,2 % dos transcritos, porém outras toxinas inseticidas não foram 
anotadas nesse transcriptoma (Fernandes-Pedrosa Mde et al., 2008). Quanto ao 
potencial inseticida de outras toxinas do veneno de Loxosceles, uma fosfolipase 
recombinante de L. arizonica teve sua atividade testada em grilos. Foi observado que 
ela é praticamente tão potente quanto o veneno bruto com PD50= 2,27 µg/g de inseto 
para o veneno e 2,55 µg/g para a fosfolipase. Tais resultados colocam essa 
fosfolipase como altamente inseticida, porém pouco se sabe sobre a contribuição 
relativa da fosfolipase na atividade inseticida (Zobel-Thropp et al., 2012).      
Assim como o transcriptoma de L. laeta, o transcriptoma de L. intermedia 
sugeriu a existência de uma classe de toxina semelhante a uma neurotoxina 
encontrada na aranha Macrothele gigas, chamada Magi 3 (µ-hexatoxin-Mg2a), a qual 
foi descrita por (Corzo et al., 2003) (Fig. 2). A µ-hexatoxin-Mg2a possui ação sobre 
canais de sódio de insetos, causando parálise reversível, mas não apresentou 
toxicidade para mamíferos. A sequência semelhante à Magi 3 obtida no transcriptoma 
de L. intermedia foi então denominada de U2-SCRTX-Lit2, cuja clonagem e 
expressão heteróloga foram objetivos relacionados com a minha dissertação de 
Mestrado (Meissner, 2012). Adicionalmente, foram realizadas análises por 
ferramentas de bioinformática, nas quais foi revelada, em consequência dos dez 
resíduos de cisteína, a possível presença de cinco pontes dissulfeto, que classificam 
a U2-SCRTX-Lit2 como pertencente à família das notinas, também conhecida como 
família dos Nós de Cistina Inibidores (ICK) (Fig. 3) (Meissner, 2012). As toxinas 
inseticidas da família das notinas são peptídeos comumente encontrados nos 
venenos de aranhas, escorpiões e até mesmo em plantas (Dong, 2007), são 
peptídeos com baixa massa molecular variando de 2 a 12 kDa. Os venenos de 
aranhas apresentam uma maior concentração desses peptídeos do que os venenos 




o seu modo de ação: elas podem afetar a transmissão glutamatérgica, bem como o 
fluxo de íons cálcio (Ca2+), sódio (Na+), potássio (K+) ou cloreto (Cl-). Algumas toxinas 
podem estimular a liberação dos neurotransmissores e outras podem bloquear os 
receptores colinérgicos pós-sinápticos (Rash e Hodgson, 2002). O principal alvo 
dessas toxinas são os canais iônicos de células nervosas e proteínas de membrana 
envolvidas na liberação de neurotransmissores em células pré-sinápticas (Rash e 
Hodgson, 2002). Devido à importância dos canais iônicos na excitabilidade celular 
eles são frequentemente alvo de neurotoxinas como as notinas, essa ligação com os 
canais iônicos de células excitáveis afeta a funcionalidade dessas células de modo 






Figura 3. Alinhamento das sequências aminoacídicas maduras das U2-sicaritoxin-Lit2a e µ-
hexatoxin-Mg2a (Magi3). Na parte superior visualiza-se o padrão de ligação entre as 
cisteínas que formam o motivo estrutural nó de cistina inibidor. Na parte inferior, estão 
destacadas as duas pontes dissulfeto acessórias. Ambas toxinas apresentam o mesmo 
padrão predito de pontes dissulfeto. 
Figura 2. Sequências nucleotídica e aminoacídica correspondente obtidas no transcriptoma 
de L. intermedia. A toxina foi então obtida completa e clonada durante trabalho de Mestrado. 
A parte sublinhada corresponde ao peptídeo sinal, destacado em cinza o pró-peptídeo. Em 




1.3 Peptídeos Inseticidas Ricos Em Resíduos De Cisteína 
 Os peptídeos ricos em resíduos de cisteína podem ser divididos em 41 grupos 
de dobramentos diferentes, os quais estão então divididos em 98 famílias (Cheek et 
al., 2006). Tais peptídeos geralmente apresentam menos de 70 aminoácidos em sua 
cadeia primaria. Existem três grupos principais de peptídeos ricos em cisteínas que 
apresentam o motivo nó de cistina: o Nó de Cistina Inibidor “Inhibitor Cystine Knot” 
(ICK), o Nó de Cistina Cíclico “Cyclic Cystine Knot” (CCK) e o Fator de Crescimento 
Nó de Cistina “Growth Factor Cystine Knot” (GFCK) (Fig. 4) (Mcdonald e Hendrickson, 
1993; Craik et al., 1999; Daly e Craik, 2011). Esses grupos de peptídeos que 
apresentam o motivo nó de cistina (denominado cistina, pois é como se refere ao 
dímero oxidado de cisteína), podem ser encontrados em diferentes organismos tais 
como as toxinas dos venenos de artrópodes, moluscos e bactérias (ICK), plantas 








Os ICKs e CCKs são estruturalmente semelhantes, diferindo apenas na 
estrutura cíclica dos CCKs (Fig. 4). As fontes mais comuns de ICK são os venenos 
de aranhas, escorpiões e caramujos, mas eles também podem ser encontrados em 
plantas e fungos (Daly e Craik, 2011). A estrutura básica do nó de cistina é composta 
por três folhas betas dispostas de maneira antiparalela e estabilizada por pontes 
dissulfeto. Duas pontes formam uma estrutura como um anel e uma terceira ponte 
Figura 4- Representação esquemática dos três tipos de notinas. Na esquerda o motivo ICK 
mostrando como as pontes se intercruzam. No centro, o motivo GFCK muito similar ao ICK, porém 
a maneira de entrelaçamento é diferente. Na direita representação do motivo CCK que apresenta 
o mesmo entrelaçamento dos ICKs, mas sua estrutura é cíclica com uma ligação peptídica entre 




cruza essas duas formando o motivo nó de cistina geralmente o padrão de conexão 
das cisteínas é I-IV; II-V; III-VI (Fig 4). Se houver mais de três pontes dissulfeto elas 
são consideradas acessórias e não necessariamente participam do motivo estrutural. 
Entretanto, existe uma toxina de aranha (Ornithoctonus huwena) que foi descrita por 
apresentar dois motivos ICK na mesma molécula (Bae et al., 2012). O ICK é motivo 
estrutural dominante nos peptídeos encontrados nos venenos de aranhas (King et al., 
2002).  
Acredita-se que os ICKs tenham surgido de uma classe precursora de 
peptídeos que possuía duas folhas betas e duas pontes dissulfeto chamada de “β-
hairpin” dirigido por pontes dissulfeto (DDH) (Wang et al., 2000; Zhu et al., 2003). Até 
o presente momento, esse motivo estrutural foi descrito para um peptídeo encontrado 
no escorpião Liocheles waigiensis, chamado de U1-LITX-Lw1a (Smith et al., 2011). 
Segundo o Knottin DataBase, o banco de dados online para notinas, até o presente 
momento existem descritas 2193 sequências de 450 organismos. Considerando 
todas as classes de notinas, as aranhas representam 775 destas sequências (Gracy 
et al., 2008 Gelly, 2004 #163). Esses peptídeos apresentam uma enorme gama de 
funções e alvos celulares, mas sua principal atividade é modular a atividade de canais 
iônicos, eles podem se ligar a diferentes regiões dos canais ou ainda a canais de 
vertebrados e/ou invertebrados de maneiras específicas (Li et al., 2003).  
Os ICKs formam uma família estrutural de peptídeos que apresentam 
geralmente entre 6 a 14 resíduos de cisteína em sua estrutura primária, a qual muitas 
das toxinas inseticidas presentes em venenos animais pertencem. ICKs podem 
possuir até sete pontes dissulfeto, mas três se entrecruzam formando o motivo 
conhecido como nó de cistina inibidor (Fig. 3 e 4), esses peptídeos também são 
denominados de notinas - do inglês “knottins” (Gelly et al., 2004; Gracy et al., 2008; 
Souza et al., 2012a). Peptídeos da família dos ICKs ou notinas são o motivo estrutural 
mais abundante em venenos de aranhas (King, 2011). A principal atividade biológica 
das notinas nesses venenos, é a atividade inseticida. 
O grande número de resíduos de cisteína faz com que as notinas tenham 
muitas pontes dissulfeto, a presença das pontes dissulfeto confere às notinas uma 
estrutura terciária extremamente estável. Podem ser fervidas, incubadas a 65°C por 




conformação ou funcionalidade (Werle et al., 2007); (Heitz et al., 2008); (Kimura et 
al., 2009). Algumas notinas são capazes de resistir à ação de proteases plasmáticas 
e intestinais (Werle et al., 2006; Werle et al., 2008; Herzig e King, 2015), podendo 
assim ser administradas por via oral o que facilitaria uma aplicação biotecnológica. 
Por exemplo, uma solução contendo essas toxinas poderia ser pulverizada sobre 
plantas de modo a eliminar insetos que se alimentassem dessa cultura. A aplicação 
contra pragas de interesse econômico já foi testada, onde as notinas de aranhas δ-
amaurobitoxin-PI1a ou ω-hexatoxin-Hv1a foram fusionadas à uma lectina de 
Galanthus nivalis (GNA) e tiveram suas atividades testadas em afídeos resistentes a 
piretróides. A GNA auxilia a absorção da toxina pelo intestino do inseto, fazendo com 
que ela passe para a hemolinfa mais facilmente. Essa estratégia aumentou a LD50 de 
2 à 6 vezes para a construção contendo a δ-amaurobitoxin-PI1a (Yang et al., 2015). 
Outro resultado interessante obtido com a construção contendo a ω-hexatoxin-Hv1a 
foi que ela se demonstrou um agente inseticida especifico para pragas, e sem 
atividade sobre abelhas que são agentes polinizadores que devem ser mantidos no 
ambiente (Nakasu et al., 2014).  
 
ICKs também podem ser divididas pelo modo de ação, como sendo 
bloqueadoras do poro do canal iônico ou modificadoras das propriedades de abertura 
do canal (“gate modifiers”). Essa diferença está associada à região do canal que a 
toxina se liga, se ela se ligar na região do filtro de seletividade ela é uma bloqueadora 
(Lewis e Raman, 2013). As Modificadoras normalmente se ligam na região das alças 
transmembranas e afetam a física de abertura, inativação ou fechamento do canal 
(Peretz et al., 2010; Xie et al., 2014).   
Grande parte das notinas possuem atividade sobre canais de sódio voltagem-
dependente (Nav). Os canais de sódio possuem papel fundamental na geração e 
propagação do potencial de ação, isso os torna um ótimo alvo para novas drogas 
como analgésicos, antiarrítmicos e anticonvulsivos (King e Vetter, 2014; Bagal et al., 
2015). Para mamíferos já foram descritas a existência de nove subtipos de Nav, 
nomeados de Nav 1.1 à 1.9, e esses apresentam uma distribuição diferente em 
diferentes tecidos (Catterall et al., 2005; King e Vetter, 2014). Dos canais envolvidos 
na nocicepção, os principais são os Nav 1.7, 1.8 e 1.9, com especial destaque para 




canal foi descrito como importante na sinalização de dor através de estudos, onde 
pessoas com deficiência no gene SCN9A que codifica o canal Nav 1.7 possuem uma 
insensibilidade congênita a dor (Dib-Hajj et al., 2013). Tais indivíduos não 
apresentavam nenhuma deficiência motora, autonômica, de tato, temperatura ou 
propriocepção, apenas apresentavam anosmia, que é a incapacidade de sentir 
odores (Dib-Hajj et al., 2013). De tal modo que a participação fundamental do Nav 1.7 
torna-se um alvo muito interessante para a descoberta de novos analgésicos.  
Os peptídeos da família das notinas vem sendo cada vez mais estudados como 
possíveis novos inibidores específicos para os canais Nav. Klint e colaboradores 2015 
fizeram uma procura em larga escala por inibidores de Nav 1.7 em venenos de aranha, 
onde testaram 205 venenos e encontraram pelo menos uma molécula inibidora em 
40% dos venenos. Dos peptídeos encontrados foram caracterizados sete novos 
peptídeos inibidores incluindo sequência, massa molecular e predição do padrão de 
pontes dissulfeto e estrutura tridimensional, isso mostra como os veneno de aranha 
são uma rica fonte de moléculas inibidoras de canais de sódio com potencial para 
desenvolvimento de novos analgésicos (King, 2011; Klint et al., 2015).  
Outro alvo comum para ICKs são os canais de Cav, eles são essenciais na 
liberação de neurotransmissores, secreção de hormônios e excitação e contração de 
células (Catterall, 2011; Klint et al., 2014). Esses canais também podem ser bons 
alvos para tratamento de algumas doenças como epilepsia, enxaqueca e hipertensão 
(Vink e Alewood, 2012; Pietrobon, 2013). Os canais de cálcio em mamíferos são 
divididos em subtipos L, N, P, Q, R e T de acordo com suas propriedades 
farmacológicas e eletrofisiológicas (Zamponi et al., 2015). Dependendo da 
subunidade alfa que os compõem, eles podem ser classificados como Cav1, Cav2 e 
Cav3, os quais ainda são subdivididos, classificação essa que permeia a classificação 
anterior. Por exemplo, os Cav1 estão no subtipo L, os Cav2 compreendem os subtipos 
P, Q, N e R; os Cav3, o subtipo T. Os Cav2 são sensíveis a toxinas de aranhas e 
caramujos marinhos, já os Cav3 são mais sensíveis a toxinas de escorpiões como 
kurtoxina e β/ω-TRTX-Tp1a (ProTxI) e β/ω-TRTX-Tp2a (ProTxII) de tarântulas 
(Chuang et al., 1998; Middleton et al., 2002; Ohkubo et al., 2010). Devido ao fato dos 
Cav2.2 estarem relacionados com a transmissão do sinal de dor pela espinha, eles 
são um bom alvo para desenvolvimento de novas drogas analgésicas (Rahman et al., 




encontrado no veneno do caramujo Conus magnus, é umas das poucas drogas 
eficientes no tratamento de dor crônica, mas ainda tem seu uso limitado devido a 
administração ser intratecal e aos sérios efeitos colaterais que causa (Duggan e Tuck, 
2015).  
Dada a relevância biológica e características físico-químicas dos peptídeos da 
família das notinas, esse trabalho visou a obtenção recombinante de toxinas com 
potencial atividade inseticida presentes no veneno de L. intermedia. Para tanto, foram 
realizadas técnicas de biologia molecular, utilizando-se da expressão e sistemas 
procarióticos e eucarióticos para obtenção das toxinas recombinantes para fins de 




















2. Objetivos  
2.1 Objetivo Geral  
Caracterização funcional e estrutural de toxinas recombinantes da família das 
ICKs com potencial inseticida presentes no veneno de aranha-marrom (L. intermedia). 
 
 
2.2 Objetivos Específicos  
 
 Produção e obtenção das toxinas recombinantes da família das ICKs em 
sistemas heterólogos 
 Determinação das atividades biológicas das toxinas recombinantes tipo ICK 
obtidas; 

















3 Materiais e Métodos  
 
3.1 Clonagem da U2-SCRTX-Lit2 em vetores de expressão de E. coli 
 A clonagem da sequência codificante da toxina foi realizada em diferentes 
vetores de expressão com o intuito de otimizar a produção de toxina solúvel e na sua 
forma ativa. Para isso a toxina foi clonada em vetores como pET-32a (Novagen, 
Darmstadt, Germany) óligo nucleotideo iniciador sense pET-32a 5’- AAT GGA TCC 
GAA GTA GAA GAT ACA C - 3’ (BamHI). pET-SUMO (Life Technologies, USA) óligo 
nucleotideo iniciador sense pET-SUMO 5’- GAA GTA GAA GAT ACA CCA CTG -3’. 
O vetor pET-20b (Novagen, Darmstadt, Germany) óligo nucleotideo iniciador sense 
pET-20b 5’- ATG GAT CCT GAA GTA GAA GAT ACA C -3’ (BamHI). Óligos 
nucleotideos iniciadores antisense 5´-AAT CTC GAG TCA GTT GTT GAT  TCC- 3´ 
(XhoI) para pET-32a e pET-SUMO e 5´- AAT CTC GAG GTT GTT GAT TCC- 3´ (XhoI) 
para pET-20b. As clonagens foram feitas com enzimas de restrição e ligação de 
acordo com instruções dos fabricantes.    
3.2 Transformação para expressão da U2-SCRTX-Lit2 em bactéria 
Para a expressão da toxina foi realizada uma purificação de plasmídeos 
através de minipreparação das diferentes construções com o kit Wizard plus 
(Promega). Os plasmídeos obtidos foram introduzidos em diferentes cepas de 
expressão de E. coli quimiocompetentes, são elas: BL21(DE3) STAR (Novagen, 
Darmstadt, Germany) deficiente em RNAse E citoplasmática. AD494 (Novagen, 
Darmstadt, Germany) é uma cepa que favorece a formação de pontes dissulfeto, pois 
é deficiente em uma tioredoxina. Shuffle T7 Express lysY (New England Biolabs) 
também favorece pontes dissulfeto por ser deficiente em tioredoxina e glutaredoxina 
e ainda possui uma chaperona no citoplasma que ajuda no correto dobramento das 
proteínas expressas. Rosetta-gami (Novagen, Darmstadt, Germany) que além de 
favorecer a formação de pontes dissulfeto ainda possui tRNAs para códons raros em 
E. coli o que favorece a síntese de algumas proteínas de eucariotos. Uma alíquota de 
solução de bactérias das cepas de E. coli (100 μl) foram retiradas do freezer -80°C e 
mantidas em gelo. Quando descongeladas, foram adicionados 1μl de cada 
construção para cada bactéria, a mistura foi homogeneizada e colocada em gelo por 




bactérias foram recuperadas em meio SOC (triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, 
NaCl 0,5 g/L, KCl 2,5 mM, MgCl2 10mM, MgSO4 10 mM e glicose 0,2 M) e incubadas 
por uma hora sob moderada agitação (aproximadamente 100 rpm), a 37°C em 
agitador do tipo shaker. Após o período de recuperação as bactérias foram 
plaqueadas em duas placas diferentes para cada construção, contendo meio LB ágar 
(triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, cloreto de sódio 10 g/L, agar-ágar 15 g/L) 
suplementado com os devidos antibióticos para cada bactéria, uma das placas 
recebeu 100 μl da suspensão bacteriana e a outra recebeu o equivalente aos 900 μl 
restantes. O plaqueamento foi realizado com alça de Gauss estéril e as placas foram 
incubadas a 37°C em incubadora do tipo B.O.D. modelo 411 D (Nova Ética), por 16 
h. 
3.3 Testes de miniexpressão da U2-SCRTX-Lit2 
Para o teste de expressão da toxina foram feitos pré-inóculos para cada cepa 
com os diferentes vetores, com 5 mL de meio Triptona fosfato (2% triptona, 0,2% 
Na2HPO4, 0,1% KH2PO4, 0,8% NaCl, 1,5% extrato de levedura e 0,2% de glicose), 
colocado para crescer a 37°C em um agitador a 200 rpm por 16horas. Os inóculos 
foram feitos diluindo-se os pré-inóculos (1:50) em frascos de cultura de 500 mL, em 
volume total de 125 mL. As culturas foram monitoradas até atingirem densidade ótica 
(DO550) entre 0,4 e 0,6 (fase log). As induções das expressões foram feitas à 30ºC 
inicialmente. A indução foi feita pela adição de IPTG em três diferentes 
concentrações: 0,1; 0,4 e 1,0 mM e amostras das culturas foram coletadas a cada 
hora. As amostras das diferentes condições de indução foram analisadas por 
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida 18%, para verificar qual condição 
de expressão, cepa e vetor foi melhor para realizar a expressão em larga escala.  
3.4 Expressão da U2-SCRTX-Lit2 
Para expressão da toxina foi feito um pré-inóculo com 10 mL de meio triptona 
fosfato, colocado para crescer a temperatura correta em um agitador a 200 rpm por 
16 horas. O inoculo foi feito diluindo-se o pré-inóculo 1:50, em frasco de cultura de 
2000 mL, em volume total de 1000 mL e a cultura foi monitorada até atingir densidade 
ótica (DO550) entre 0,4 e 0,6. A indução da expressão é feita à 30º C pela adição de 
IPTG na concentração a ser padronizada. Após o tempo de indução a cultura foi então 




O precipitado bacteriano foi ressuspendido em 20 mL de tampão de ligação para 
resina Ni-NTA agarose (Qiagen) e adicionado 1 mg/mL de lisozima (Sigma), incubado 
por 30 minutos em banho de gelo, e então, congelado a -20°C onde foi mantido até o 
momento da lise mecânica. Após descongelamento, as bactérias foram lisadas por 
sonicação em 8 ciclos de 25 segundos em potência 500 W. O lisado foi centrifugado 
por 30 minutos a 9000 g para separação da fração solúvel da insolúvel, sendo a fração 
solúvel submetida à purificação (Qiaexpressionist, 2003). 
3.5 Purificação da U2-SCRTX-Lit2 recombinante 
Os sobrenadantes foram submetidos à cromatografia de afinidade, utilizando 
uma resina Ni-NTA agarose, para a purificação das proteínas recombinantes 
contendo a etiqueta de histidinas. A ligação da toxina recombinante foi feita por 1 hora 
a 4°C sob leve agitação constante. A resina foi retirada do sobrenadante e colocada 
em coluna de purificação, essa coluna foi lavada exaustivamente em tampão de 
lavagem (fosfato sódico 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, imidazol 20 mM) e eluída no 
mesmo tampão contendo 250mM de imidazol. As frações obtidas foram analisadas 
por SDS-PAGE, reunidas e dialisadas contra PBS (NaCl 137 mM, Na2HPO4 10 mM, 
KCl 2.7 mM, pH 7.4), por três banhos, o primeiro de 1 hora seguidos por mais um de 
2 horas e o terceiro de 16 horas, contendo volume de PBS 100 vezes maior que o 
eluído de toxina. Os três banhos da diálise foram feitos a 4°C. 
3.6 Quantificação de conteúdo proteico 
A quantificação das amostras de toxinas recombinantes foi realizada pelo 
método do Azul de Coomassie descrito por BRADFORD (1976) e adaptado para 
microensaio em espectrofotômetro, o que reduz o gasto de proteína no momento da 
dosagem e aumenta a sensibilidade do método. O padrão de proteína utilizado para 
a dosagem foi albumina soro bovina (BSA). As reações colorimétricas foram 
realizadas em placa de 96 poços e a absorbância medida em leitor de placa (Meridian 
ELX 800) com filtro 595nm. 
3.7 Produção de anticorpos policlonais que reconheçam a U2-SCRTX-Lit2 
recombinante 
Foram utilizados dois coelhos Neozelandeses para as imunizações, os quais 




Universidade Católica do Paraná (PUC-PR), com água e comida a vontade. Foram 
realizadas imunizações a cada 21 dias em um total de quatro imunizações por animal, 
utilizando adjuvante completo de Freund (Sigma) na primeira aplicação e nos reforços 
seguintes, adjuvante incompleto de Freund (Sigma) na proporção 1:2 (v/v). A emulsão 
que foi injetada nos animais continha 50 µg de toxina diluída em PBS para volume 
final de 150 l e adicionados 150 l de adjuvante. Os 300 µL da emulsão foram 
divididos em três pontos: dois intramusculares e um subcutâneo em cada animal; 
(Harlow e Lane, 1988b). A utilização de animais foi feita após a aprovação de projeto 
pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA) UFPR número 743. 
3.8 Western Blotting (W.B.) 
Para ensaios de especificidade dos anticorpos foram realizados “Western 
Blotting”. Amostras de 5g de toxina foram submetidas à corrida eletroforética em gel 
de poliacrilamida 20% (SDS-PAGE) e as proteínas foram transferidas para membrana 
de nitrocelulose por 16 horas a 25 V. Em seguida as membranas são bloqueadas por 
1hora com leite desnatado em pó diluído em PBS 3% (p/v). Os soros dos animais 
diluídos na mesma solução de bloqueio ou anticorpo Anti-His Antibody (GE, 
healthcare) são usados como anticorpos primários em diferentes diluições. Anti-His 
Antibody 1:3000, soro 1:1000; 1:2000; 1:4000; 1:8000; 1:16000; 1:32000 e 1:64000.  
São incubados por 2 horas à temperatura ambiente e sob constante agitação. As 
membranas foram lavadas com o mesmo tampão na ausência de anticorpo e 
incubadas com anticorpos secundários imunoglobulinas G de cabra anti–IgG de 
camundongos conjugadas com fosfatase alcalina (Sigma) por 1 hora a temperatura 
ambiente. Após lavagens, a reação é revelada com o substrato BCIP e o cromógeno 
NBT (Promega) em tampão ótimo para atividade de fosfatase alcalina (Tris-HCl 100 
mM pH 9,5; NaCl 100 mM e MgCl 5 mM) adaptado de (Harlow e Lane, 1988a). 
3.9 Ensaio de paralise em insetos 
Foram utilizados grilos, baratas, abelhas e larvas de mosca para esses testes. 
Uma solução contendo a toxina em diferentes concentrações foi injetada entre o 
segundo e o terceiro par de pernas para os grilos e baratas. Para as abelhas a injeção 
foi feita na porção superior dorsal do tórax. Enquanto que para as larvas de mosca foi 
injetado entre o terceiro e quarto segmento da porção anterior na parte ventral. Essas 




periférico nessas regiões e pode ser mais facilmente atingido. Foram usados três 
grupos com cinco animais para cada teste e no grupo controle foi injetado apenas 
água. Os animais foram observados em intervalos de tempo após a injeção, animais 
mortos foram descartados. (Escoubas et al., 1995).  
 
3.10 Clonagem da sequência codificante de U2-SCRTX-Lit2 em vetor pPICZαC.  
A sequência codificante foi extraída a partir da construção U2-sicaritoxin-Lit2-
pET-32a com oligos nucleotídeos iniciadores específicos: sense 5’- GAA TCG 
ATGGAA GTA GAA GAT ACA C-3’; antisense 5’- TA TCT AGA CC GTT GGT GAT 
TCC CCA-3’ com sítios de restrição para ClaI e XbaI sublinhados respectivamente. A 
clonagem foi realizada em vetor pPICZαC com enzimas de restrição e ligação de 
acordo as recomendações dos fabricantes. As construções U2-sicaritoxin-
Lit2/pPICZαC foram transformadas na cepa de clonagem de E. coli TOP10F’ 
(Invitrogen) por eletroporação. A eletroporação foi efetuada com o auxílio do aparelho 
Gene Pulser X-Cell® (Bio-Rad. Após a transformação as bactérias foram 
ressuspendidas em meio LB low-salt (triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 
5g/L) e incubadas a 37°C por 1 hora sob rotação de 200rpm, constituindo a fase de 
recuperação. Após, a seleção dos clones foi realizada em placas contendo meio LB-
ágar low-salt (triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 5g/L, agar-ágar 15g/L) 
suplementado com zeocina (25µg/mL) (Invitrogen) e tetraciclina (10µg/mL) 
(Invitrogen). Otimização da sequência para expressão em P. pastoris e clonagem da 
sequência com pró-peptídeo em vetor pPICZαC realizados pela empresa GenScript 
USA inc. (Piscataway, NJ) 
3.11 Transformação e expressão das construções U2-sicaritoxin-Lit2/pPICZαC 
em cepas de Pichia pastoris. 
 As construções foram transformadas nas cepas X-33 (selvagem), GS115 
(deficiente para produção de histidina), KM71H (Muts Obrigatória) e SMD1168H 
(deficiente em protease A) utilizando o “Pichia easycomp transformation Kit” 
(Invitrogen) de acordo com as instruções. Primariamente, foram realizados testes de 
mini-expressão, os clones transformantes foram escolhidos ao acaso para a 
expressão. Colônias isoladas de P. pastoris (Invitrogen) contendo a sequência 




(peptona 2%; extrato de levedura 1%; fosfato de potássio 100mM, ph 6,0; YNB 1,34%; 
biotina 4x10-5 %; glicerol 1%), sendo cada cultura incubada por 16-20 horas a 30°C 
sob agitação de 200 rpm até atingir absorbância em DO600=2-6. As células foram 
recuperadas por centrifugação por 5 minutos a 4000xg a temperatura ambiente. A 
fase solúvel da centrifugação foi descartado e as células precipitadas ressuspendidas 
em 100mL de meio BMMY (peptona 2%; extrato de levedura 1%; fosfato de potássio 
100mM, ph 6,0; YNB 1,34%; biotina 4x10-5%; metanol 0,5%). A indução da expressão 
da proteína recombinante foi realizada através da incubação das culturas por 96 horas 
a 30°C sob agitação de 200rpm. A indução foi mantida pelo acréscimo de metanol 
absoluto para uma concentração final de 0,5% a cada 24 horas de incubação, de 
modo a compensar a perda do indutor por evaporação. Após este período as culturas 
foram centrifugadas por 5 minutos a 4000 g a temperatura ambiente. As proteínas 
presentes na fase solúvel de cada cultura foram submetidas à precipitação pela 
adição de sulfato de amônio a 90% de saturação seguida de centrifugação por 20 
minutos a 9000 g a 4°C. Os precipitados obtidos após a centrifugação foram 
ressuspendidos em 2mL de tampão fosfato (fosfato de sódio 50mM, pH 7,4, cloreto 
de sódio 500mM), com posteriores diálises contra o mesmo tampão. A série de 
diálises foi composta por duas etapas de 2 horas, seguida de uma etapa de 16 horas, 
a 4°C.  Após as diálises, a cada amostra foi adicionado imidazol para concentração 
final de 10mM, visando a posterior ligação em resina de Ni-NTA Agarose (Qiagen). 
3.12 Teste de expressão da U2-sicaritoxin-Lit2 em Pichia Pastoris em alta 
densidade de células 
  Foram crescidos pré-inóculos de 25 mL em erlenmeyers de 125 mL por 16-24h 
à 30ºC em meio BMGY. Depois as células foram passadas para 100 mL de BMGY 
em erlenmeyers de 500 mL por mais 48h. Após o crescimento as culturas foram 
centrifugadas 3000g 5 min e as células foram ressuspendidas em 100 mL de meio 
BMMY contendo 1% metanol para induzir a expressão, sendo adicionados metanol 
absoluto a cada 24h para manter 1% por 3 dias. Ao final dos três dias de expressão, 
as culturas foram centrifugadas e o meio de cultura coletado para purificação da 
toxina. A fim de definir qual clone apresentava a melhor expressão os sobrenadantes 
das culturas foram precipitados com sulfato de amônio 80% e centrifugados à 9000g 
por 30 min. O precipitado de proteínas foi ressuspendido em tampão de ligação em 




sulfato de amônio e realizar a ligação da toxina a resina. Após a purificação em resina 
de Ni-NTA a toxina foi dosada por Bradford e sua pureza avaliada em SDS-PAGE 
18%.   
3.13 Western blotting de colônia de Pichia pastoris  
As colônias foram crescidas sobre uma membrana de nitrocelulose que foi 
colocada sobre o meio sólido para expressão BMGY-ágar. Esse sistema foi montado 
em uma microplaca de 96 pocos e metanol absoluto foi adicionado na tampa da placa 
a cada 24h para concentração final de 1% (v/v) a expressão foi realizada por 3 dias. 
Após esse período a membrana foi tratada com o tampão de lise (100 mM Tris pH 
8.5, 20 mM EDTA, 9 M urea, 2% SDS, 150 mM β-mercaptoetanol), foram usados o 
anticorpo anti-Histag como primário e anticorpo anti-IGg de camundongo conjugado 
com fosfatase alcalina. O Western blotting foi conduzido como descrito anteriormente. 
3. Materiais e Métodos doutorado sanduíche  
3.14 Obtenção das sequência e expressão heteróloga da U2-SCRTX-LIT2 
A sequência da U2-SCRTX-LIT2 que já vinha sendo trabalhada teve os códons 
otimizados e foi clonada no vetor pLIC-MBP (GE Lifescience). Para expressão da U2-
SCRTX-LIT2 recombinante, os plasmídeos foram transformados em E. coli 
BL21(DE3), e expressão realizada em meio LB. As culturas foram crescidas até 
D.O.600= 0,8 a 37°C, 0,25 mM de IPTG foi adicionado e mantido a 16°C por 16 horas. 
As células foram coletadas por centrifugação a 5000 g por 10 min, ressuspendidas 
em tampão para purificação (Tris 30 mM; NaCl 300 mM; pH 8,0) e lisadas usando 
disruptor de células a 27 kPa (TS Series Cell Disrupter, Constant Systems Ltd, 
Daventry, UK). O lisado foi centrifugado a 12000 g por 30 min para separar a fase 
solúvel da insolúvel. 
3.15 Purificação da U2-SCRTX-LIT2 
Os sobrenadantes foram submetidos à cromatografia de afinidade, utilizando 
uma resina Ni-NTA agarose, para a purificação da U2-SCRTX-LIT2 recombinante 
contendo a etiqueta de histidinas. A ligação da U2-SCRTX-LIT2 recombinante foi feita 
por 1 hora a 4°C sob leve agitação constante. A resina foi separada do sobrenadante 
e colocada em coluna de purificação, foi então lavada em tampão de lavagem (Tris 
30 mM, NaCl 300 mM pH 8,0) e eluída no mesmo tampão contendo agora 250mM de 




contra tampão Tris (Tris 30 mM, NaCl 300 mM pH 8,0), por três banhos, o primeiro de 
1 hora seguido por mais um de 2 horas e o terceiro de 16 horas, todos contendo 
volume de tampão Tris 100 vezes maior que o eluato de toxina. Para purificação da 
U2-SCRTX-LIT2 madura, a MBP foi clivada usando TEV em mesmo tampão da 
purificação contendo GSH/GSSG 0,4mM e 0,6 mM e 200 ug de TEV, em temperatura 
ambiente por 16 horas. Ao produto da clivagem foi adicionado 0,5% de ácido 
trifluoroacético, e purificado em cromatografia liquida de alta performance em fase 
reversa (RP-HPLC) usando coluna semipreparativa C4 250x10 mm RP-HPLC Aquasi, 
tamanho da particula 5 μm, (Thermo scientific). Em gradiente para purificação parcial 
20-45% solvente B (0.043% ácido trifluoroacético em 90% acetonitrila) em solvente A 
(0.05% ácido trifluoroacético em água). 
3.16 Subclonagem e expressão da U2-SCRTX-Lit1b 
A sequência codificante para U2-SCRTX-Lit1b foi subclonada em vetor pLIC-
MBP usando como oligonucleotídeo iniciador sense sublinhado o sítio de restrição 
para Kpn I e em itálico região codificante para sítio de clivagem da TEV protease: 
 5`- G GGT ACC GAA AAC CTG TAT TTT CAG GGA TGC ATT AAA TCT G-3’  
Como oligonucleotídeo antisense, sublinhado sítio de restrição para Sac I e em itálico 
códon duplo de parada. 
5`- GCC GAG CTC TTA TTA ACC TTT TGT TCT -3 Para a expressão, a construção 
foi transformada em E. coli BL21(DE3) e realizada em meio LB. As culturas foram 
cultivadas até D.O.600=0,8 a 37°C, 0,5 mM de IPTG foi adicionado e mantido a 30°C 
por 4 horas. As células foram coletadas por centrifugação a 5000 g por 10 min, 
ressuspendidas em tampão para purificação (Tris 30 mM; NaCl 300 mM; pH 8,0) 
células lisadas usando disruptor de células a 27 kPa (TS Series Cell Disrupter, 
Constant Systems Ltd, Daventry, UK). O lisado foi centrifugado a 12000 g por 30 min 
para separar a fase solúvel da insolúvel. A expressão do peptídeo marcado com N15 
e C13 para RMN foi adaptada de Marley 2001.  
3.17 Purificação da U2-SCRTX-Lit1b 
Purificação em resina de níquel feita como descrita anteriormente item 3.13. 
Para a purificação da U2-SCRTX-Lit1b madura, a MBP foi clivada usando enzima 
TEV em mesmo tampão da purificação contendo GSH/GSSG 3,0 mM e 0,3 mM, além 
de 200 µg de TEV, em temperatura ambiente por 16 horas. Ao produto da clivagem 




coluna semipreparativa C18 250x10 mm RP-HPLC C18 Aquasi, tamanho da particular 
5 μm, (Thermo Scientific) gradiente para purificação parcial 20-45% solvente B 
(0.043% ácido trifluoroacético em 90% acetonitrila) em solvente A (0.05% ácido 
trifluoroacético em água), esse produto foi repurificado em coluna VisionHT HILIC 
150x4.6mm 5µ (Grace), gradiente 95-75% solvente B (0.043% ácido trifluoroacético 
em 90% acetonitrila) em solvente A (0.05% ácido trifluoroacético em água). RP-HPLC 
analitico e ESI-MS (espectrometria eletrospray) foram utilizados para confirmar a 
pureza. A toxina U2-SCRTX-Lit1b foi liofilizada e armazenada a -20°C até o uso.    
3.18 Teste de atividade biológica das toxinas recombinantes em moscas 
As toxinas U2-SCRTX-Lit1b, U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b foram 
ressuspendidas em solução salina de insetos e injetada em moscas varejeiras de 
carneiro (Lucilia cuprina) em diferentes doses (moscas obtidas através do 
departamento de agricultura, pesca e floresta de Brisbane). As moscas foram 
sedadas baixando sua temperatura com gelo seco e a injeção foi feita na região 
ventro-lateral, as moscas foram mantidas individualmente em tubos de 2 mL e 
avaliadas em tempos de 1 e 24; 48; 72h quanto aos efeitos. Os experimentos foram 
feitos em triplicata com seis concentrações e 10 moscas por grupo. Controle com 
solução salina foram usadas 20 moscas, PD50 foi calculada como descrito em (Herzig 
e Hodgson, 2008).  
3.19 Ensaio eletrofisiológico em Fluorometric Imaging Plate Reader (FLIPR)  
Para avaliar a capacidade das toxinas de inibir a atividade de canais de cálcio 
e sódio humanos foram usadas células de neuroblastoma humano, linhagem SH-
SY5Y mantidas a 37°C em incubadora com 5% de CO2 e em meio RPMI 
suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB) e 2mM de L-glutamine. Foram 
plaqueadas 40.000 células por poço em placa preta com fundo transparente (Corning) 
mantidas por 48 horas em estufa. O meio foi removido e aplicado 20 µL/poço de 
corante cálcio 4 (Molecular Devices) em tampão 140 mM NaCl, 11,5 mM glucose, 5,9 
mM KCl, 1,4 mM MgCl2, 1,2 mM NaH2PO4, 5 mM NaHCO3, 1,8 mM CaCl2, e 10mM 
HEPES (pH 7,4); incubado em estufa 37ºC por 30 min. Para análise sobre canais de 
cálcio 1 dependente de voltagem (Cav1), 1 µM ω-conotoxin CVID (bloqueadora de 
CaV2.2) foi adicionada ao corante, e para Cav2.2, 10 µM nifedipina (bloqueadora de 
CaV1) foi adicionada ao corante. Para os canais de sódio, foi usado o mesmo 




incubadas por 15 minutos com as células em diluições seriadas 1:2 de 500,00 µM até 
0,12 µM, após isso o ativador de cada canal (KCl 90 mM, CaCl2 5 mM) foi adicionado 
gerando uma fluorescência medida pelo equipamento. Como controle positivo são 
usados apenas os inibidores de cada canal sem os ativadores. Para o controle 
negativo são usados os ativadores sem os inibidores. Os dados gerados foram 
analisados para determinar a IC50 de cada toxina.    
3.20 Determinação da estrutura da U2-SCRTX-Lit1b por Ressonância Magnética 
Nuclear (RMN) 
As frações obtidas no RP-HPLC da U2-SCRTX-Lit1b foram testadas quanto 
presença de conformação terciária usando Heteronuclear Single Quantum Coherence 
(HSQC). A fração que apresentou dobramento e atividade biológica foi testada quanto 
a estabilidade em diferentes pHs para coleta de dados. Tampão citrato pH 3,45; 
acetato pH 5,0 e ácido 4-morfolinoetanosulfônico (MES) pH 6,0. A estrutura foi 
determinada usando RMN heteronuclear. A amostra continha   300 μL de peptideo 
marcado 13C/15 a 300 μM em tampão contendo 20 mM acetato de sódio e 5% D2O, 
pH 5. Todos os espectros foram adquiridos à 298 K em espectrômetro Bruker Avance 
II+ 900 MHz equipado com probe criogênica (Bruker, Billerica, MA). Dados de 
ressonância foram obtidos usando (2D) 1H-15N- heteronuclear single quantum 
coherence (HSQC), 2D 1H-13C-HSQC, 3D HNCACB, 3D CBCA(CO)NH, 3D HNCO, 
3D HBHA(CO)NH, e 4D HCC(CO)NH-TOCSY, em cada espectro de 3D e quarto-
dimensões foram adquiridos usando marcação não uniforme e transformados usando 
entropia máxima de reconstrução com o Rowland NMR Toolkit 
(http://rnmrtk.uchc.edu/rnmrtk/RNMRTK.html) como descrito anteriormente (Mobli et 
al., 2007). Restrições das distancias interprotons foram obtidas de 3D 13C-alifaticos, 
13C-aromaticos, e 15N nuclear Overhauser effect spectroscopy (NOESY)-HSQC 
espectro adquirido usando tempo de mistura de 200 ms. Espectros foram analisados 
usando CcpNmr 2.4.1 (Vranken et al., 2005). Restrições de ângulos de diedro foram 
derivados de Talos+, e programa de predição para ângulos de diedro do esqueleto da 
proteína (Shen et al., 2009), com restrições de variação para cálculos da estrutura 
com o dobro da S.D. estimada. No espectro de NOESY os picos foram selecionados 
manualmente, a dinâmica dos ângulos de torção foram feitos com o pacote CYANA3 




foram calculadas no total e as 30 melhores foram selecionadas para analise final no 
CYANA ranqueados de acordo com sua qualidade estereoquimica como julgado pelo 
MolProbity (Chen et al., 2010). 
3.21 Obtenção das sequencias e expressão U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b  
As sequências da U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b foram obtidas através 
do banco de dados do NCBI (Q6B4T5.1 e Q6B4T4.1). Os plasmídeos contendo as 
sequências sintéticas e com códons otimizados para expressão foram adquiridos 
comercialmente (GE Lifescience). Para ambas as sequências foi adicionada uma 
serina como primeiro aminoácido, isso permite uma maior eficiência na clivagem com 
a protease TEV. Para expressão, os plasmídeos foram transformados em E. coli 
BL21(DE3) e realizada em meio LB. As culturas foram crescidas até D.O.600= 0,8 a 
37°C, 0,25 mM de IPTG foi adicionado e mantido a 16°C por 16 horas. Células foram 
coletadas por centrifugação a 5000 g por 10 min, ressuspendidas em tampão para 
purificação (Tris 30 mM; NaCl 300 mM; pH 8,0) e lisadas usando disruptor de células 
a 27 kPa (TS Series Cell Disrupter, Constant Systems Ltd, Daventry, UK). O lisado foi 
centrifugado a 12000 g por 30 min para separar a fase solúvel da insolúvel. 
3.22 Purificação da U1-SCRTX-Lit1a e da U1-SCRTX-Lit1b  
A purificação em resina de níquel foi feita como descrita anteriormente item 
3.13. Para a purificação das toxinas maduras, a MBP foi clivada usando TEV em 
mesmo tampão da purificação (pH 7,0) contendo GSH/GSSG 0,4 mM e 0,6 mM e 200 
ug de TEV, em temperatura ambiente por 16 horas. Ao produto da clivagem foi 
adicionado 0,5% de ácido trifluoroacético, e purificado em RP-HPLC usando coluna 
semipreparativa C4 250x10 mm RP-HPLC Aquasi, tamanho da particular 5 μm,  
(Thermo scientific) gradiente para purificação parcial 20-45% solvente B (0.043% 
ácido trifluoroacético em 90% acetonitrila) em solvente A (0.05% ácido trifluoroacético 
em água), esse produto foi repurificado em coluna VisionHT HILIC 150x4.6mm 5µ 
(Grace), gradiente 95-75% solvente B (0.043% ácido trifluoroacético em 90% 
acetonitrila) em solvente A (0.05% ácido trifluoroacético em água). RP-HPLC analitico 
e ESI-MS (espectrometria eletrospray) foi usado para confirmar a pureza. As toxinas 






4.1 Clonagem da U2-SCRTX-Lit2 em vetores de expressão para bactérias  
 
 A sequência codificante para toxina de interesse, obtida no transcriptoma da 
glândula produtora de veneno de aranha-marrom L. intermedia que havia sido 
clonada em pET-14b expressa em diversas cepas durante o trabalho de mestrado foi 
subclonada em novos vetores. Para o projeto de doutorado a sequência foi 
subclonada em três diferentes vetores de expressão: pET-20b, pET-32a e pET-
SUMO. Para tanto foram desenhados oligonucleotideos iniciadores como mostrado 
na figura 3. Esses oligos foram utilizados na técnica de PCR utilizando como molde o 
clone da biblioteca de cDNA produzida por Gremski e colaboradores, 2010. Para os 
três casos o inserto foi obtido com sucesso através de PCR, esses produtos foram 
então submetidos à digestão com enzimas de restrição Sac I e Xho I para o pET-20b 
e as enzimas Bam HI e Xho I para o pET-32a. Já para o pET-SUMO, o vetor é vendido 
na sua forma linearizado, com timinas despareadas em ambas as extremidades da 
molécula, portanto o produto do PCR teve suas extremidades 3’ adeniladas pela Taq 
DNA polimerase, de modo a produzir extremidades coesivas entre o inserto e o vetor. 
Os produtos das digestões e da adenilação foram colocados para ligar com a enzima 
T4 DNA ligase por 16h a 16º C. Os resultados desses processos de clonagem são 





Figura 5. PCR DE COLÔNIA DA CLONAGEM EM pET-20b. Os quatorze clones testados 
possuíam o inserto ~300 pb. PCR feito utilizando-se o oligonucleotídeo iniciador sense 











Uma vez que a subclonagem em vetor de expressão foi eficiente, foram 
escolhidos um clone positivo de cada construção para serem analisados por 
sequenciamento, para garantir a fidedignidade das sequências quanto a mutações e 
fase de leitura. O sequenciamento mostrou que as três construções estavam corretas, 
apresentando 100% de similaridade com a sequência obtida no transcriptoma e na 
fase de leitura correta. 
 
Figura 6. PCR DE COLÔNIA DA CLONAGEM EM pET-32a. Os quatorze clones testados 
possuíam o inserto ~ 300 pb. PCR feito utilizando-se o oligonucleotídeo iniciador sense 
específico e o antisense para o vetor. 
 
Figura 7. PCR DE COLÔNIA DA CLONAGEM EM pET-SUMO, onde dos quatorze 
clones testados apenas três possuíam o inserto ligado na orientação correta ~350 pb. 





4.2 Expressão das construções para U2-SCRTX-Lit2 
Uma vez de posse das construções, essas foram transformadas em cepas de 
E. coli competentes através do método de choque térmico. Para expressão foram 
utilizadas as cepas AD494, Shuffle T7 Express lysY, Rosetta-gami e 
BL21(DE3)STAR. Não foram observadas diferenças significativas na qualidade das 
expressões entre cepas. Por isso, para os resultados mostrados foi utilizada a cepa 
BL21(DE3)STAR, que é uma cepa de expressão, a qual possui uma deficiência  no 
gene da RNase-E. De tal modo que em tal cepa o mRNA permanece por mais tempo 
disponível no citoplasma, logo passível de ser traduzido mais vezes, aumentando a 
quantidade de proteína recombinante sintetizada no final do processo, os resultados 







Figura 8 EXPRESSÃO DA U2-SCRTX-Lit2 EM pET-20b UTILIZANDO BL21(DE3)STAR. 
Expressão realizada a 30° C em meio triptona fosfato, alíquotas retiradas a cada hora. Observa-
se uma grande massa expressa de toxina em 4 horas e a maior parte dela se encontra solúvel 
no indicado pela seta no sobrenadante (SND). A banda intensa na região de 14 kDa é referente 













Figura 9 EXPRESSÃO DA U2-SCRTX-Lit2 EM pET-32a Expressão realizada a 30° 
C em meio triptona fosfato, alíquotas retiradas a cada hora. Observa-se uma grande 
massa expressa de toxina em 4 horas e a maior parte dela se encontra solúvel no 
indicado pela seta no sobrenadante (SND). A banda intensa na região de 14 kDa é 
referente a lisozima utilizada no processo de lise das bactérias. 
Figura 10 EXPRESSÃO DA U2-SCRTX-Lit2 EM pET-SUMO. Expressão realizada a 30° C 
em meio triptona fosfato, alíquotas retiradas a cada hora. Observa-se uma massa expressa 
de toxina em 4 horas que é um pouco menor que a observada para pET-20b e pET-32a. A 
maior parte da toxina expressa se encontra solúvel indicada pela seta no sobrenadante 
(SND). A banda intensa na região de 14 kDa é referente a lisozima utilizada no processo de 





As análises das expressões por SDS-PAGE mostraram que a toxina foi 
expressa eficientemente com os três vetores utilizados e ainda apresenta-se na fase 
solúvel. Porém, a massa molecular esperada para a toxina expressa em pET-20b era 
em torno de 10 kDa e o que foi observado no gel foi uma banda de mobilidade 
eletroforética de altura aparente em 29 kDa, o que é muito diferente do esperado. 
Como o gel foi feito em condições desnaturantes e redutoras, descarta-se a ideia de 
que essa banda seja o produto de agregação da toxina recombinante, devido a essa 
discrepância, entre a massa esperada e a observada, o trabalho utilizando o pET-20b 
não foi levado a diante.  
Para a expressão em pET-32a, a massa teórica calculada era esperada em 
~25 kDa e o observado no gel SDS-PAGE foi uma banda com mobilidade 
eletroforética de ~28 kDa com uma grande intensidade da banda compatível com a 
presença da U2-SCRTX-Lit2 solúvel. Para o pET-SUMO, a massa teórica calculada 
era esperada em ~22 kDa e o observado foi uma banda de ~26 kDa. Devido ao maior 
rendimento de expressão em pET-32a em relação ao pET-SUMO, constatado após a 
dosagem proteica, a construção em pET-32a foi escolhida para realizar a expressão 
em larga escala e, consequentemente, a purificação da toxina recombinante. Para 
isso, foram mantidas as condições testadas na miniexpressão, porém foi utilizado um 
litro de meio de cultura triptona fosfato. A expressão foi purificada utilizando-se resina 
Ni-NTA agarose (figura 11). Foram obtidos aproximadamente 10 mg de toxina, na 








4.3 Ensaio de parálise em grilos da U2-SCRTX-Lit2  
Para os primeiros testes, foram utilizados como modelos grilos adultos (Grillus 
sp.) adquiridos comercialmente. Os animais foram mantidos em potes separados, 
grupos controle e tratados, com água e comida ad libitum. Os grupos foram definidos 
com n=3 animais, no grupo controle foi injetado apenas PBS e nos grupos tratados 
foram injetadas três concentrações diferentes 15 µg, 30 µg e 100 µg. Os animais 
foram observados por até 72 horas. Não foi observada nenhuma alteração nos 
animais decorrente da inoculação da toxina, eles não sofreram paralise, ou outro 
sintoma após a inoculação e nem apresentaram mortalidade no período de 
observação.  
Tendo em vista a falta de atividade biológica da U2-SCRTX-Lit2 expressa em 
pET-32a, a expressão foi realizada em construção utilizando o plasmídeo pET-SUMO. 
Figura 11. EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA U2-SCRTX-Lit2 EM pET-32a. SND representa 
a fração de proteínas solúveis após a lise bacteriana. Purif representa a toxina após a 




As condições de expressão foram as mesmas com pET-32a, a toxina foi purificada 
com resina de Ni-NTA agarose, porém, a toxina foi submetida a clivagem da proteína 
de fusão após a diálise.  Foi utilizada a protease específica (ULP-1), a qual cliva a 
proteína SUMO imediatamente antes do primeiro aminoácido da toxina, liberando-a 
sem adição de nenhuma etiqueta associada. Após a digestão com a ULP-1, o produto 
da proteólise é novamente submetido à resina Ni-NTA agarose para a retirada do 
SUMO, da ULP-1 que também possui a etiqueta de histidina e de eventual construção 






4.4 Produção de anticorpos policlonais anti-U2-SCRTX-Lit2 em coelhos  
 
 Foram utilizados dois coelhos neozelandeses de aproximadamente 3 kg cada, 
a toxina injetada foi proveniente da purificação da expressão em pET-32a. A toxina 
foi injetada em sua forma completa contendo a tioredoxina fusionada a U2-sicaritoxin-
Figura 12 EXPRESSÃO EM pET-SUMO EM LARGA ESCALA DA U2-SCRTX-Lit2. Expressão 
realizada a 30°C em meio triptona fosfato (T4h). Toxina purificada em resina de Ni-NTAagarose 
e dialisada em PBS apresentando apenas uma banda de contaminante logo abaixo a da toxina 
(purif). Banda mais evidente é referente a SUMO livre ~18 kDa e a banda difusa abaixo é 
referente a toxina livre (digerido). Bandas referentes ao SUMO e a toxina (seta) livres 




Lit2, foram injetados 50 µg de toxina por coelhos em quatro etapas com intervalos de 
21 dias entre elas. Ambos os coelhos responderam bem à imunização, pois os soros 
obtidos foram capazes de reconhecer a toxina recombinante em ensaios de W.B. 
mesmo em altas diluições como 1:64000. O soro foi capaz de reconhecer a U2-
sicaritoxin-Lit2 expressa em pET-SUMO após a digestão pela ULP-1. Quando testado 
frente ao veneno o soro reconheceu fracamente peptídeos na região de 5 kDa. Mas 
acabou reconhecendo as proteínas na região de 30-35 kDa como as fosfolipases e 
metaloproteases (fig 13). O soro também foi capaz de reconhecer a U2-sicaritoxin-
Lit2 expressa em Pichia pastoris nas diferentes cepas.     
 
 
4.4 Clonagem da U2-SCRTX-Lit2 em vetor de expressão para Pichia pastoris 
 
A sequência anteriormente clonada em vetores de expressão para bactéria foi 
utilizada como molde para PCR com oligonucleotídeos iniciadores específicos para 
clonagem em vetor pPICZαC contendo os sítios de restrição para Cla I e Xba I. O 
produto do PCR foi utilizado para a ligação em vetor de expressão pPICZαC através 
de digestões e ligação enzimáticas (Fig. 14). A construção foi transformada em cepa 
de clonagem de E. coli Top 10 F´ para amplificar o número de copias do plasmídeo. 
As colônias bacterianas foram analisadas por PCR quanto à presença do inserto e os 
Figura 13. Western blotting utilizando soro 
hiperimune anti-U2-sicaritoxin-Lit2 produzido em 
coelhos. A- Soro testado contra U2-sicaritoxin-Lit2 
produzida com pET-32a diluído 1:64000. B- Soro 
testado contra U2-sicaritoxin-Lit2 produzida com 
pET-SUMO e digerida com ULP-1, banda em ~10 
kda, soro diluído 1:8000. C- Soro testado contra 
veneno total de L. intermedia, onde se observa um 
grande reconhecimento na região das fosfolipases 
~33 kDa e uma marcação mais fraca na região de 




clones positivos foram analisados por sequenciamento quanto a fase de leitura e a 
ausência de mutações. A partir de um clone positivo foi realizada uma minipreparação 
de plasmídeos para posterior transformação em células de levedura P. pastoris. Para 
isso foi utilizado o kit “Pichia easycomp transformation kit” seguindo as 
recomendações do manual. A seleção dos clones transformantes foi feita pela 
presença de antibiótico zeocina nas placas após a transformação.  
A sequência nucleotídica foi otimizada para expressão em Pichia pastoris foi 
adquirida na empresa GenScript para uma melhor expressão da U2-SCRTX-Lit2, 
essa sequência foi otimizada e clonada pela empresa a nosso pedido. Uma segunda 
clonagem foi realizada por nós, onde a sequência otimizada pela empresa foi 
subclonada no mesmo vetor, porém sem o pró-peptídeo para uma expressão apenas 
da forma madura da toxina (Fig. 14). Para isso foi utilizado um novo par oligos 
nucleotídeos iniciadores: para a fita sense 5`-GAA TCG ATG GCT TGC GTT GCC 
TG-3’ e para a antisense 5`-TA TCT AGA CCG TTA GTA ATA CCC CA-3’. Essa nova 
clonagem e a otimização da sequência foram analisadas por sequenciamento para 









Figura 14. Clonagens da sequência codificante de U2-sicaritoxin-Lit2 em pPICZαC analisada em gel 
de agarose 1,5%. A esquerda a clonagem da sequência completa contendo o pró-peptídeo, onde foi 
obtido um clone positivo para a presença do inserto dos 14 clones analisados (~490 pb). A direita 
clonagem da sequência otimizada e sem o pró-peptídeo, onde foram obtidos dois clones positivos 




4.5 Expressão de U2-SCRTX-Lit2 em Pichia pastoris  
  Os testes de expressão foram realizados primeiramente em pequena escala 
em cepa X-33, que é a cepa com genótipo selvagem. Ao final dos quatro dias de 
expressão as culturas foram centrifugadas e o meio coletado para purificação. Com 
o intuito de identificar a presença da toxina recombinante no meio de cultura após a 
indução da expressão por quatro dias, uma amostra de 4 mL foi retirada e 
concentrada para ~250 µL utilizando membrana de filtro seletiva (Amicon® de MWCO 
3000). Esse produto da concentração foi analisado em SDS-PAGE corado com azul 
de coomassie ou utilizado para realização de um Western blotting utilizando-se três 
anticorpos primários diferentes, um anti-6histag, um anti-cMyc e o terceiro anti-U2-
SCRTX-Lit2 produzido anteriormente. Essa análise revelou que o anti-6histag não foi 
capaz de detectar a proteína recombinante (fig. 15 A e D). O anti-cMyc identificou a 
proteína recombinante, mas esta foi detectada não na forma de uma banda como o 
esperado e sim na forma de um arrastado (fig. 15 B e E). Esse mesmo arrastado foi 
detectado pelo anti-U2-sicaritoxin-Lit2 que além desse arrastado reconheceu também 





Figura 15. ANALISE DO MEIO DE CULTURA APÓS CONCENTRAÇÃO EM MEMBRANA 
AMICON®. À esquerda mostra o meio concentrado corado com azul brilhante de Coomasie com 
uma grande quantidade de proteínas abaixo de 14 kDa. À direita W. B. do meio de cultura 
concentrado com diferentes anticorpos primários.  A e D anti-6histag frente à toxina reduzida e não 
reduzida respectivamente. B e E anti-C-myc frente à toxina reduzida e não reduzida 






 A fim de definir qual clone apresentava a melhor expressão os sobrenadantes 
das culturas foram precipitados com sulfato de amônio 80% e centrifugados à 9000g 
por 30 min. O precipitado de proteínas foi ressuspendido em tampão de ligação em 
resina Ni-NTA agarose e dialisado contra o mesmo tampão para retirar o excesso de 
sulfato de amônio e realizar a ligação da toxina a resina. Esse processo rendeu 
aproximadamente 800 μg de toxina recombinante por litro de cultura (fig. 16). 
 
 
Após a purificação, o produto foi novamente testado por Western blotting com 
anticorpos primários anti-6histag e anti-U2-sicaritoxin-Lit2, em condições redutoras e 
não redutoras para avaliar a situação da formação das pontes dissulfeto (fig. 17). Pelo 
W.B. foi observado que o anti-6histag frente a toxina reduzida detectou apenas o 
monômero (fig. 17A), já quanto a toxina não reduzida foram observadas apenas as 
formas oligoméricas, dímero, trímero e tetrâmero (fig. 17B). Para o anti-U2-sicaritoxin-
Lit2 frente a toxina reduzida foram detectadas as formas monoméricas e diméricas 
(fig. 17B). Para a toxina não reduzida o anti-U2-sicaritoxin-Lit2 detectou o monômero 
Figura 16. Expressão de U2-sicaritoxin-Lit2 
em Pichia pastoris cepa X-33.  SDS-PAGE 
18% mostrando em: A- meio de cultura após 
precipitação com sulfato de amônio.  B- U2-
sicaritoxin-Lit2 após a purificação em resina 
Ni-NTA agarose em condições redutoras. C- 
U2-sicaritoxin-Lit2 após a purificação em 





que não foi detectado pelo anti-6histag e ainda as mesmas formas oligoméricas 
detectadas pelo anti-6histag (fig. 17D).  
      
Com o intuito de aumentar o rendimento da expressão da toxina recombinante, 
foram realizadas outras abordagens a fim de obter maiores quantidades. A primeira 
tentativa foi realizar a otimização de códons da sequência para expressão em P. 
pastoris que foi adquirida pela empresa GenScript. A sequência otimizada foi 
transformada em cepa X-33 e foram realizados os mesmos testes e expressão da 
sequência não otimizada descritos acima. Os novos testes constaram uma mudança 
muito pequena na melhora do rendimento de U2-SCRTX-Lit2. 
Tentando melhorar o rendimento a sequência otimizada foi novamente clonada 
em pPICZαC agora sem o pró-peptídeo, apenas a forma madura. Essa nova 
construção foi transformada em cepa KM71H que é MutS obrigatória, o que quer dizer 
que ela apresenta uma baixa taxa de consumo de metanol, levando a uma produção 
mais lenta de proteína. Também alteramos a temperatura da cultura durante a 
indução, a temperatura foi reduzida de 30ºC para 15ºC, o que é descrito na literatura 
a auxiliar no dobramento correto de proteínas com pontes dissulfeto. Ainda assim 
baixas quantidades de U2-sicaritoxin-Lit2 recombinante foram obtidas (fig 18). Então, 
foi levantada a possibilidade de a toxina expressa estar sendo produzida na sua 
maioria na forma hiperglicosilada, o que estaria prejudicando a purificação da toxina 
levando-nos a pensar que a expressão era onde se encontrava o problema. Para 
tanto, foi realizada uma expressão contendo sorbitol (1%), o que deveria contribuir 
Figura 17. Western blotting da U2-
sicaritoxin-Lit2 purificada. Colunas A 
e C anti-6histag frente à toxina 
reduzida e não reduzida 
respectivamente. Colunas B e D anti-
U2-sicaritoxin-Lit2 frente à toxina 
reduzida e não reduzida 
respectivamente. Ambos anticorpos 
indicam a presença de formas 
oligoméricas em condições não 
redutoras, indicando uma incorreta 




para a diminuição da glicosilação da U2-sicaritoxin-Lit2. Nesse teste também foi 
reduzida a quantidade de metanol (0,25%) para não intoxicar as células durante a 
expressão, esse teste acabou resultando na ausência de expressão (dado não 
mostrado).     
A figura 19 exemplifica as clonagens da U2-Sicaritoxin-Lit2 realizadas durante 
os trabalhos no Brasil, onde a U2-SCRTX-Lit2 foi clonada em três diferentes vetores 
para E. coli (pET-32a, pET-SUMO e pET-20b) e em um vetor para levedura 
(pPICZαC), contendo e não contendo pró-peptídeo. As construções foram realizadas 
com o intuito de se obter o melhor rendimento e dobramento da toxina na expressão 
heteróloga.     
   
 
Figura 18. SDS-PAGE 18% da 
purificação de U2-Sicaritoxin-Lit2 
expressa em KM71H. Coluna A- meio 
de cultura após a precipitação com 
sulfato de amônio. Coluna B- meio de 
cultura de A, após ligação em resina 
de Ni-NTA agarose. Coluna C- U2-









4.6 Western blotting de colônia e pressão de seleção por antibiótico  
 
A identificação de qual o melhor clone para expressão de proteínas em P. 
pastoris é um processo difícil e trabalhoso. Uma alternativa é a expressão em 
pequena escala de vários clones para o mesmo peptídeo o que é muito dispendioso 
em tempo e material. Uma outra abordagem mais funcional e mais simples retratada 
na literatura é o western blotting de colônia (Krettler et al., 2013). A figura 20 I mostra 
o resultado esperado para essa técnica, onde as colônias apresentam marcações 
semelhantes com vermelho de ponseau (fig. 20 I C), e diferentes após a 
imunomarcacão (fig. 20 I D). A figura 20 II mostra o resultado obtido com essa técnica, 
em uma comparação com as diversas toxinas que estão sendo trabalhadas em P. 
pastoris. Podemos observar resultados semelhantes ao encontrado no trabalho 
referência com colônias apresentando uma maior marcação com anticorpos do que 
com o vermelho de Ponseau. O que observamos foi que o crescimento das colônias 
sobre a membrana de nitrocelulose é deficiente e isso pode ter causado alguma 
interferência no resultado. Mas ainda assim consideramos essa técnica eficiente e 
mais rápida e menos dispendiosa que diversas miniexpressões para achar a melhor 
colônia pra expressão. Uma outra tentativa de selecionar clones que melhor 
expressassem a toxina foi transferindo as colônias transformadas para placas de YPD 
ágar contendo maior concentração de zeocina (500 ug/ml ao invés de 100 ug/ml) e 
Figura 19. Diferentes construções de U2-sicaritoxin-Lit2 realizadas. Na parte superior as 
construções contendo o his-tag e pró-peptídeo em todas elas e podendo apresentar uma etiqueta 
de solubilidade com a proteína SUMO ou a tioredoxina. Na parte inferior as duas construções 




incubadas 3 dias a 30º C. Como esperado as colônias apresentaram uma diferente 
taxa de crescimento, teoricamente as colônias que mais cresceram possuem maior 
resistência ao antibiótico por possuírem várias copias do cassete de expressão. Isso 
também poderia aumentar a taxa de expressão por litro de cultura por aumentar o 
número de RNAm gerado em cada célula.      
 






Fig.20 I. Esquema ilustrativo do Western Blotting de colônia. A. Crescimento das colônias sobre 
membrana de nitrocelulose em meio sólido de expressão. B. colônias lisadas. C. Membrana corada 
com vermelho de Ponseau onde todas as colônias apresentam a mesma marcação. D. Revelação do 





4.7 Expressão e teste de atividade de U2-sicaritoxin-Lit2a em P. pastoris  
 
Considerando os resultados obtidos na miniexpressão com P. pastoris foi 
realizada a expressão em larga escala por três dias. Foram usadas uma colônia com 
grande e outra com baixo crescimento em grande concentração de antibiótico para 
comparação. Também foi a nova abordagem durante a expressão que é uma 
expressão com alta densidade de células desde o começo da indução como descrito 
no materiais e métodos e no teste de expressão. A expressão em P. pastoris como 




Loxi 1 C- 
Figura 20 II. Resultado obtido no W.B. de colônia de P. Pastoris para várias toxinas diferentes. A- 
membrana corada com vermelho de Ponceau indicando a presença de proteína. B- W.B. após a 
revelação mostrando a diferença entre colônias na expressão de toxinas. LiKp- Outra ICK de aranha 
marrom. U2-sicaritoxin-Lit2- em diferentes cepas. Seta indica o clone de SMD1168H usado na 
expressão descrita nesse relatório. LALP-Metaloprotease de aranha marrom. Loxi1- Alérgeno de 






abordagem a indução começa em D.O.600=15.0-20.0 devido ao tempo adicional em 
meio BMGY. Foi observado que em aproximadamente 3 dias a cultura atinge o platô 
de crescimento com D.O.600= 40.0-45.0. Esse protocolo é uma adaptação do que é 
feito em culturas em biorreatores onde a cultura atinge densidade ótica muito maior e 
usualmente a produção de proteína também é maior. Essa nova abordagem 
combinada com a cepa de menor crescimento em 500 ug antibiótico produziu 
resultados muito satisfatórios, onde foram obtidas aproximadamente 5 mg de toxina 
purificada por litro de cultura.       
 O peptídeo purificado foi injetado em insetos adultos na região ventral entre o 
Segundo e o terceiro par de pernas para os grilos e baratas. Para as abelhas a injeção 
foi feita na porção superior dorsal do tórax. Enquanto que para as larvas de mosca foi 
injetado entre o terceiro e quarto segmento da porção anterior na parte ventral. Essas 
regiões foram escolhidas pois o sistema nervoso desses animais se encontra mais 
periférico nessas regiões e pode ser mais facilmente atingido. Após a injeção os 
animais foram mantidos em observação por até 3 dias para observar a letalidade das 
injeções. Foram injetados 3 animais por grupo sendo as concentrações 5; 10; 15 e 80 
ug/inseto e o controle apenas com PBS. Mesmo após 3 dias não houve mortalidade. 
 
4. Resultados doutorado sanduíche  
 Devido às dificuldades técnicas encontradas durante o desenvolvimento dos 
trabalhos realizados nos primeiros anos de doutorado, resolvemos estabelecer uma 
parceria com o laboratório de peptídeos de venenos do professor Glenn King da 
Universidade de Queensland na Austrália. O professor King é um dos maiores nomes 
na área de ICKs de venenos animais no mundo, com enfoque em aranhas e 
centopeias. O laboratório conta um grupo composto majoritariamente por 
doutorandos e pós-docs com grande experiência na área. Logo, eu realizei um ano 
de estágio-sanduíche no grupo australiano. O objetivo inicial era a realização da 
expressão recombinante e caracterização de ICKs presentes no veneno de L. 
intermedia. Para tanto foram escolhidas 4 sequências, a U2-SCRTX-LIT2 que era a 
toxina objeto do projeto de doutorado e também a U2-SCRTX-Lit1b descrita por 
(Matsubara et al., 2013) e as U1-SCRTX-Lit1a e 2 descritas por (De Castro, C. S. et 





4.8 Expressão da toxina U2-SCRTX-LIT2 em bactéria 
A expressão da toxina apresentou baixo rendimento, uma vez que o complexo 
(MBP+U2-SCRTX-LIT2) (Fig. 21) apresenta baixa solubilidade após a expressão, 
algumas condições de expressão foram testadas para otimizar o processo. A 
condição escolhida foi em meio LB, com 0,25 mM de IPTG por 16 horas a 16°C, isso 
permitiu um melhor rendimento da toxina (coluna 4, figura 22). A purificação da toxina 
em resina de níquel foi satisfatória obtendo-se a toxina com poucos contaminantes. 
A clivagem da MBP com TEV protease apresentou uma eficiência em torno de 50%, 
isso porque a construção foi feita de modo a gerar a toxina madura sem nenhum 
aminoácido extra, assim o sitio de clivagem para TEV contou com uma alanina na 
posição P1. Pelo fato da alanina não ser o melhor aminoácido para reconhecimento 
da TEV nessa posição, a eficiência da clivagem foi reduzida (Fig. 22). 
 
Fig. 21. Componentes da construção para expressão em periplasma fusionado a MBP. MalEss- 
peptídeo de endereçamento para periplasma. His- 6HisTag usado para purificação em resina de Ni-
NTA. MBP- Maltose Binding Protein etiqueta de solubilidade para toxina. TEV- sitio de restrição para 
TEV. U2-SCRTX-Lit2- sequência madura da toxina com a sequência aminoacídica representada no 





Fig. 22. SDS-PAGE 12,5% da expressão e clivagem da U2-SCRTX-Lit2. M- marcador de massa 
molecular. 1- Cultura antes da indução da expressão com IPTG. 2- cultura após a indução da 
expressão com a proteína recombinante em grande quantidade (~50 kDa). 3- Fração de proteínas 
solúveis após a lise das células, a proteína apresenta baixa solubilidade. 4- Proteínas após purificação 
em resina de Ni-NTA, banda principal é referente a proteína recombinante. 5- proteína recombinante 
após a clivagem com TEV, eficiência da clivagem em torno de 50-60 %.   
 
 Para os próximos passos de purificação em RP-HPLC, a toxina foi corrida em 
diferentes colunas semipreparativas como C4, C8, C12 e C18 para tentar realizar a 
purificação. Porém, para todas as colunas e condições testadas, o peptídeo nunca foi 
obtido, apenas a MBP era obtida no final, fato esse descrito para outros peptídeos, 





Fig. 23. Purificação da U2-SCRTX-LIT2em RP-HPLC com coluna C18 semipreparativa. Os picos 
mostrados na região a partir de 30 min são referentes à MBP, o esperado era que o peptídeo fosse 
obtido em tempo menor que 30 min. Absorbâncias em unidades arbitrarias medidas em dois 
comprimentos de onda diferentes, 214 e 280 nm.  
 
Com base nesse resultado, levantou-se a suspeita de que a toxina poderia 
estar sendo perdida no processo antes da purificação por RP-HPLC. Portanto, foi feita 
uma nova expressão, purificação e clivagem com TEV. Adicionalmente, após a 
clivagem com TEV é adicionado TFA como agente pareador de elétrons para 
purificação em RP-HPLC e, devido ao fato do TFA ser um ácido forte, a toxina poderia 
estar precipitando. Todas essas amostras foram analisadas em SDS-PAGE 18% (Fig 





Fig. 24. SDS-PAGE 18% da expressão e avaliação da precipitação da toxina U2-SCRTX-LIT2 antes 
da purificação em RP-HPLC. M- marcador de massa molecular. 1- cultura pré indução com IPTG. 2- 
Cultura pós indução. 3- Fração de proteínas solúveis após lise das células. 4- Proteínas que não 
ligaram na resina de Ni-NTA. 5- proteína recombinante purificada com a resina de Ni-NTA (~50 kDa). 
6- Toxina após a clivagem com TEV, eficiência de clivagem ~50% e a presença da toxina em ~7kDa. 
7- fração solúvel após adição de TFA, toxina continua presente. 8- fração insolúvel após adição de 
TFA. Baixa quantidade da toxina presente.   
 
Para confirmar se a banda observada no SDS-PAGE mostrado anteriormente 
era realmente referente à U2-SCRTX-LIT2, foi realizado o ensaio de espectrometria 
de massas usando MALDI. Para isso o produto da clivagem com TEV foi preparado 
para análise. A faixa de massa observada foi de 2-7 kDa região onde se esperava 
encontrar a toxina. O sinal de massa obtido por MALDI foi de 5275,77 Da e o sinal de 
massa monoisotópica esperado era de 5275,24; fato que comprova que a banda 









4.9 Expressão e purificação da U2-SCRTX-Lit1b em E. coli 
 
A metodologia usada para expressão da toxina em E. coli usando o vetor pLIC-
MBP se mostrou adequada, a toxina foi expressa de maneira solúvel. A utilização da 
etiqueta de solubilidade MBP associada à expressão em periplasma foram 
determinantes para o sucesso na obtenção da toxina U2-SCRTX-Lit1b solúvel e ativa. 
Após a purificação da construção em resina de níquel NTA-agarose a MBP e o 
6xHistag foram removidos usando protease TEV, dessa maneira apenas a toxina 
madura poderia ser obtida após o RP-HPLC. A toxina U2-SCRTX-Lit1b foi obtida 
majoritariamente em três conformações como observado no cromatograma de 
purificação usando RP-HPLC com coluna HILIC (fig. 25B). Os dois picos principais 
apresentam algum tipo de dobramento seguidos por uma fração do peptídeo sem 
dobramento, o que foi constatado por HSQC (fig. 25). As frações obtidas após o RP-
HPLC foram analisadas por espectrometria de massas onde os picos de relação 









Fig. 25. Expressão, purificação e identificação da U2-SCRTX-Lit1b. A- SDS-PAGE da expressão, 
mostrando, M- marcador de massa molecular. 1- cultura pré indução da expressão. 2- cultura pós-
indução. 3- fração de proteínas solúveis. 4- toxina purificada pós Ni-NTA. 5- Toxina pós-clivagem com 
TEV. B- Cromatograma da purificação em coluna HILIC, asterisco denota a fração com atividade 
biológica. C- Sinal obtido no ESI-MS onde o sinal foi correspondente a massas com +4; +5;+6 e +7 
m/z, massa monoisotopica predita 5623,32 Da. 
 
4.10 Determinação da estrutura da U2-SCRTX-Lit1b por RMN 
Primeiramente, a análise foi realizada com as três frações da purificação por 
RP-HPLC em coluna HILIC marcadas apenas com N15 para determinação da 
estabilidade da toxina U2-SCRTX-Lit1b para coleta de dados e avaliação do 
dobramento (Fig. 26 e 27). Isso foi realizado usando a técnica de HSQC com a toxina 
em tampões com diferentes pHs. Os pHs testados foram 3,45 em tampão citrato, 5,0 
em tampão acetato e 6,0 em tampão MES. Para o pH 3,45 houve a presença de 
alguns picos satélites, algo como ruído no sinal distorcendo a resolução do 
experimento. Para o pH 6,0 em tampão MES a resolução foi melhor que em tampão 
citrato porém o sinal foi mais fraco não sendo possível visualizar todos os picos. Já o 
comportamento em pH 5,0 no tampão acetato foi bom com baixo ruído e boa presença 
do sinal, devido a composição de aminoácidos da U2-SCRTX-Lit1b eram esperados 







Fig. 26. HSQC dos picos 1 e 2 obtidos após purificação da toxina por RP-HPLC em coluna HILIC. Em 
azul pico 1 e em vermelho pico 2, a dispersão entre os picos indica que a toxina se apresenta dobrada. 
Como os picos não se sobrepõem indica que as frações estão em diferentes conformações. Dados 









Fig. 27. HSQC do pico 3 obtido após purificação da toxina por RP-HPLC em coluna HILIC, a falta de 
dispersão entre os picos indica que a toxina não se apresenta dobrada. Dados coletados com a toxina 
apenas em água, não em tampão.   
 
Fig. 28. HSQC do pico da toxina em tampão acetato pH 5,0 onde os picos apresentam uma boa 





Com os bons resultados obtidos no HSQC com a toxina marcada com N15, o 
próximo passo foi a produção da toxina marcada com C13 e N15 para determinação da 
estrutura. Para isso a toxina foi expressa em meio mínimo contendo carbono e 
nitrogênio marcados e purificada da mesma maneira como descrita anteriormente, os 
dados foram coletados em RMN 900 MHz (Fig. 29). A coleta de dados e determinação 
da estrutura tridimensional da toxina foi realizada pela pós-doutoranda Yanni Chin, 
especialista em RMN que compõem o quadro de especialistas que trabalham no 
laboratório do Prof Glenn King, Foi possível resolver a primeira estrutura de notina de 
veneno de aranha com cinco pontes dissulfeto.  
 
 
Fig. 29. Estrutura da U2-SCRTX-Lit1b obtida por RMN. U2-SCRTX-Lit1b apresenta cinco pontes 
dissulfeto, onde as três centrais compõem o motivo Inibidor Nó de Cistina (ICK) destacadas pelo círculo 








4.11 Atividade biológica da U2-SCRTX-Lit1b em moscas 
 
Para os testes de atividade biológica, as frações obtidas na purificação em RP-
HPLC foram injetadas em moscas varejeiras de carneiro L. cuprina na região ventro-
lateral. Moscas adultas foram condicionadas individualmente em microtubos de 2 mL 
foram usadas 10 moscas por concentração de toxina e 20 no grupo controle. Após 
injeção as moscas foram observadas em intervalos de tempo de 1; 24; 48 e 72 horas, 
para as maiores concentrações testadas as moscas apresentaram paralise 
irreversível mesmo depois de 72 horas, havendo óbito por inanição. A análise 
estatística dos resultados mostrou a que a concentração de paralise PD50 para o 
tempo de uma hora foi de 837 ± 23 pmol/g e para o tempo de 24 horas de 5307± 1967 
pmol/g de mosca (Fig. 30). Isso classifica a U2-SCRTX-Lit1b como uma toxina 






Fig. 30. Atividade da U2-SCRTX-Lit1b em moscas. A toxina foi capaz de causar parálise contrátil em 
moscas (L. cuprina). PD50 = 837 ± 23 pmol/g para uma hora pós-injeção e 5307 ± 1967 pmol/g para 





4.12 Atividade da U2-SCRTX-Lit1b em canais iônicos de mamíferos 
 
Como a toxina U2-SCRTX-Lit1b apresentou atividade inseticida, foi também 
testada a sua atividade em alguns canais iônicos de mamíferos. Para isso foi 
realizado o ensaio de FLIPR com células SHSY-5Y, onde foi observada uma baixa 
atividade, devido a IC50 observada ser muito alta; para Nav1.7 IC50=29,26 µM e para 
Cav 2.2 IC50= 80,86 µM (Fig. 31). A atividade da toxina foi testada frente a outros 
canais como TRPA1, TRPV1, TRPV3, TRPV4, e Kv 10.1, porém nenhuma atividade 
foi observada (dado não mostrado). 
 
Fig. 31. Ensaio de FLIPR da atividade da U2-SCRTX-Lit1b sobre canais iônicos humanos de sódio e 
cálcio. O ensaio mostra a curva de inibição desses canais, a toxina é mais ativa sobre canais de sódio 
do que de cálcio. Esses resultados mostram uma baixa atividade sobre canais iônicos humanos.    
 
4.13 Expressão e purificação das U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b  
A expressão das U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b se mostrou um pouco 
menos eficiente que a observada para a U2-SCRTX-Lit1b, desse modo o protocolo 
de expressão foi adaptado:  a expressão foi feita com menor quantidade de IPTG, 
0,25 mM ao invés de 0,5 mM e o tempo de expressão passou de 4 para 16 horas com 
temperatura de 16 °C ao invés de 30°C, com isso as toxinas foram expressas em boa 




em tampão da resina, porém em pH 7,0, uma vez que a U1-SCRTX-Lit1b apresenta 
um pI teórico de 8,05 e a U1-SCRTX-Lit1a de 8,59. Se fosse utilizado tampão com 
pH 8,0 haveria o risco da toxina precipitar após a clivagem devido à proximidade com 
o pI. Nesse processo a clivagem apresentou uma eficiência de ~90% devido a 
presença da serina como primeiro aminoácido da sequência (Fig. 32 e 33). 
 
Fig. 32. U1-SCRTX-Lit1a Expressão, purificação e clivagem da toxina. M- marcador de massa 
molecular. 1- cultura pré-indução com IPTG. 2- Cultura pós-indução com IPTG. 3- fração de proteínas 
solúveis após a lise das células. 4- Proteínas obtidas após a purificação em resina de Ni-NTA. 5- 
Proteínas solúveis após a clivagem com TEV, eficiência da clivagem >90%. Setas indicam a proteína 






Fig. 33. U1-SCRTX-Lit1b Expressão, purificação e clivagem da toxina. M- marcador de massa 
molecular. 1- cultura pré indução com IPTG. 2- Cultura pós indução com IPTG. 3- fração de proteínas 
solúveis após a lise das células. 4- Proteínas obtidas após a purificação em resina de Ni-NTA. 5- 
Proteínas solúveis após a clivagem com TEV, eficiência da clivagem >90%. Setas indicam a proteína 
completa (MBP+U1-SCRTX-Lit1b, ~47kDa) e apenas MBP ~42kDa. 
 
Para a purificação das toxinas por RP-HPLC em coluna semipreparativa foi 
realizada em coluna C4, antes da injeção da amostra no RP-HPLC é adicionado 0,5% 
de TFA na amostra o que ajuda na purificação da toxina (Fig. 34 e 35). O TFA também 
precipita o excesso de MBP na solução. O cromatograma obtido para a purificação 
das duas toxinas foi condizente com o esperado com os peptídeos sendo obtidos 
antes da MBP. Foi observado também que a U1-SCRTX-Lit1b apresentou uma maior 
instabilidade quando TFA foi adicionado à solução (dado não mostrado). Isso fez com 





Fig. 34. Cromatograma do RP-HPLC da U1-SCRTX-Lit1a usando coluna semipreparativa C4. Pico em 
torno de 12 minutos é referente à toxina, pico maior em torno de 25 minutos é referente à MBP. 
Absorbância medida em dois comprimentos de onda 214 nm e 280 nm. Linha azul representa o 
gradiente de tampão B. 
 
 
Fig. 35. Cromatograma do RP-HPLC da U1-SCRTX-Lit1b usando coluna semipreparativa C4. Pico em 
torno de 12 minutos é referente a toxina, pico maior em torno de 25 minutos é referente a MBP. 
Absorbância medida em dois comprimentos de onda 214 nm e 280 nm. Linha azul representa o 
gradiente de tampão B. 
 
As identidades dos picos obtidos no RP-HPLC com coluna C4 foram 
confirmadas usando espectrometria de massas, o que provou que os picos obtidos 
eram as toxinas de interesse. Essas amostras foram liofilizadas e repurificadas em 




hidrofílicas com a matriz da coluna. A aplicação dessa coluna permitiu um melhor 
fracionamento entre as diferentes conformações encontradas em ambas as toxinas 
(Fig. 36 e 37) 
 
 
Fig. 36. Cromatograma do RP-HPLC da U1-SCRTX-Lit1a usando a coluna HILIC. Primeiro pico com 
maior absorbância possui atividade biológica. Picos a direita não possuem atividade biológica. A falta 
de simetria e a presença de ombros no gráfico denotam a presença de múltiplas conformações da 
toxina. Absorbância medida em dois comprimentos de onda 214 nm e 280 nm. Linha em azul 
representa a concentração de tampão B ao longo do tempo.   
 
 
 Para a U1-SCRTX-Lit1b apenas uma purificação em coluna HILIC não foi 
suficiente, devido ao alto número de conformações ela teve ser injetada duas vezes 
em coluna HILIC a fim de separar melhor as conformações. Esse processo é 
representado nas figuras 38 e 39, ainda assim é observado um pico duplo na figura 
38 o que indica a presença de mais de uma isoforma nessa fração. Para a segunda 
fração quando repurificada em coluna HILIC foi observado apenas um pico, indicando 











Fig. 37 Cromatograma do RP-HPLC da U1-SCRTX-Lit1a usando a coluna HILIC. Primeiro pico com 
maior absorbância possui atividade biológica. Picos a direita não possuem atividade biológica. A falta 
de simetria e a presença de ombros no gráfico denotam a presença de múltiplas conformações da 
toxina. Absorbância medida em dois comprimentos de onda 214 nm e 280 nm. Linha em azul 




Fig. 38 Cromatograma da repurificação da toxina em RP-HPLC usando a coluna HILIC. A fração 
analisada ainda possui dois picos praticamente sobrepostos, o que indica duas conformações. Porém 




biológica. Absorbância medida em dois comprimentos de onda 214 nm e 280 nm. Linha em azul 
representa a concentração de tampão B ao longo do tempo.   
 
 
Fig. 39. Cromatograma da repurificação da toxina em RP-HPLC usando a coluna HILIC. A fração 
analisada possui um pico, o que indica apenas uma conformação. Cromatograma melhor resolvido do 
que na primeira etapa em coluna HILIC. Fração com baixa atividade biológica. Absorbância medida 
em dois comprimentos de onda 214 nm (linha preta) e 280 nm (linha vermelha). Linha em azul 
representa a concentração de tampão B ao longo do tempo. 
 
4.14 Teste de atividade biológica das U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b  
 As frações obtidas após as sucessivas purificações em coluna HILIC tiveram 
suas atividades biológicas testadas no ensaio de paralise em moscas varejeiras de 
carneiro (L. cuprina). Para isso diluições seriadas foram injetadas nas moscas. Os 
testes foram feitos em triplicatas com dez moscas por grupo e vinte moscas no grupo 
controle onde foram injetadas apenas solução salina de insetos. Os resultados em 
moscas mostraram que a U1-SCRTX-Lit1a é pouco potente com uma PD50(1h)= 
1411±41 pmol/g e com uma letalidade baixa após 24h. Onde a dose letal LD50(24h)= 






Fig. 40. Teste de atividade biológica da U1-SCRTX-Lit1a. Moscas foram injetadas com doses em 
diluições seriadas e tiveram os afeitos observados em 1 hora e 24 horas após a injeção assim como a 
letalidade após 24 horas. A análise estatística mostrou uma PD50 elevada fazendo com que a toxina 
seja colocada como a menos potente testada nesse trabalho 
  
Para a atividade biológica da U1-SCRTX-Lit1b o resultado foi muito mais 
interessante, pois ela apresentou uma PD50(1h)= 471±44 pmol/g  e ainda mais 
potente uma dose letal de LD50(24h)= 213±60 pmol/g classificando-a como uma 
toxina com alta letalidade para insetos (Fig. 41). Essa taxa de letalidade faz da U1-
SCRTX-Lit1b uma toxina altamente potente entre as toxinas inseticidas testadas. 
Para os testes sobre canais iônicos humanos, ambas toxinas foram testadas por 
FLIPR, e apresentaram baixa atividade sobre Cav2.2 com IC50= 46,42 e 63,50 µM para 
U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b respectivamente. Esses valores são menores 






Fig. 41. Teste de atividade biológica da U1-SCRTX-Lit1b. Moscas foram injetadas com doses em 
diluições seriadas e tiveram os afeitos observados em 1 e 24 horas após a injeção assim como a 
letalidade após 24 horas. A análise estatística mostrou uma PD50 baixa fazendo com que a toxina seja 
colocada como a mais potente testada nesse trabalho.  
 
 
Fig. 42. Atividade da U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b sobre canais de cálcio por FLIPR. Atividade 
sobre canais humanos subtipo Cav 2.2 em células SHSY-5Y, onde as IC50 obtidas foram 46,42 e 63,50 
µM para U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b respectivamente. Essas concentrações são menores que 





Paralela e adicionalmente, com a possibilidade de desenvolver outras técnicas 
experimentais durante o estágio de doutorado, realizei a identificação de peptídeos 
nos venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho, que foram fracionados em RP-
HPLC analítico e as frações foram analisadas por MALDI-TOF para obtenção do sinal 
de massas monoisotopicas dos peptídeos constituintes dos venenos. Esses dados 
estão sendo analisados no momento. Também iniciei uma análise proteômica dos 
constituintes dos venenos de L. intermedia, L. laeta e L. gaucho. Para isso os venenos 
foram separados em géis de duas dimensões e os “spots” foram processados e 
analisados em espectrômetro de massas quadrupolo AB 5600. Esses dados estão 
sendo analisados no presente momento para a determinação dos resultados 









Figura 43. Resumo gráfico dos trabalhos realizados no doutorado. Mostrando a seleção das quatro 







As aranhas constituem o grupo predador terrestre melhor adaptado e estima-
se que existam mais de um milhão de peptídeos nos venenos das mais de 45800 
espécies conhecidas (King, 2011; Platnick, 2016). Dentro desse quadro, a aranha-
marrom vem sendo muito estudada devido aos efeitos resultantes da sua picada em 
humanos, a qual é capaz de causar uma lesão dermonecrótica grave, além de 
distúrbios sistêmicos ou até mesmo morte (Tambourgi et al., 1998; Chaim et al., 2006; 
Da Silveira et al., 2006). Muito se sabe sobre as fosfolipases e proteases presentes 
nos venenos de aranhas do gênero Loxosceles, mas poucos estudos foram 
realizados com o objetivo de compreender os peptídeos também presentes nesses 
venenos. O primeiro trabalho envolvendo peptídeos de aranhas-marrons foi realizado 
por de Castro e colaboradores (2004), o qual relata a purificação de peptídeos nativos 
a partir do veneno total de L. intermedia e a verificação da atividade inseticida de tais 
moléculas. Posteriormente, o estudo do transcriptoma da glândula de veneno de L. 
laeta revelou a presença de transcritos relacionados a um peptídeo da aranha 
Macrothele gigas (Fernandes-Pedrosa Mde et al., 2008). O estudo da glândula de 
veneno de L. intermedia, por sua vez, identificou sequências codificantes 
relacionadas aos peptídeos anteriormente descritos por de Castro e colaboradores 
(2004), bem como transcritos codificadores de peptídeos similares aos encontrados 
em M. gigas (Fernandes-Pedrosa Mde et al., 2008; Gremski et al., 2010). O presente 
trabalho baseou-se na produção recombinante de toxinas da família das notinas 
presentes no veneno de L. Intermedia. De início, o projeto teve como objetivo a 
determinação da atividade biológica da toxina U2-SCRTX-Lit2. Esse peptídeo 
representa em torno de 2,4% dos transcritos relativos a toxinas codificados na 
glândula de veneno de L. intermedia (Gremski et al., 2010). Para tanto, foram 
produzidas diversas formas do peptídeo por meio de clonagens em diferentes vetores 
para expressão em bactérias (pET-SUMO, pET-32a, pET-20b e pLIC-MBP) e 
clonagem no vetor (pPICZα C) para a expressão em diferentes cepas de leveduras.  
O vetor pET-32a já foi utilizado para expressão de outras toxinas como a stx2 
de E. coli. Esta toxina apresenta estrutura dimérica e cada uma de suas subunidades 
foi expressa de forma separada a partir de clonagens em vetor pET-32a. A toxina stx2 




comprovando que o vetor em questão pode ser utilizado como uma alternativa para 
obtenção de toxinas funcionalmente ativas. (Tu et al., 2009). Outros resultados bem 
sucedidos a partir de clonagens em vetor pET-32a são relatados na literatura a 
exemplo da protease chitribrisina (toxina semelhante à trombina presente no veneno 
da serpente chinesa Trimeresurus albolabris) e de uma da notina rPnTx1 da aranha 
P. nigriventer. (Lin et al., 2009; Silva et al., 2012). Em contrapartida, a expressão de 
uma conotoxina, TxVIA de Conus textile, clonada no mesmo vetor resultou em um 
bom nível de expressão, 10 mg/l, entretanto as pontes dissulfeto associadas com o 
motivo estrutural ICK não foram formadas e, assim, a atividade biológica não foi 
observada (Bruce et al., 2011). A expressão de uma notina de anêmona 
(Stichodactyla helianthus) com atividade bloqueadora de canais de potássio do tipo 
Kv 1.3 no mesmo sistema de expressão resultou na obtenção da toxina em corpos de 
inclusão, ou seja, em sua forma insolúvel. Para a verificação da atividade dessa toxina 
foi necessário a realização de procedimentos de redobramento in vitro, o qual 
proporcionou a obtenção da toxina em sua forma solúvel e ativa (Chang et al., 2012). 
Resultado semelhante foi obtido na expressão da porção scFv de anticorpo bovino, 
onde a proteína também se encontrava insolúvel quando expressa a 30°C e 
apresentou uma ligeira melhora quando coexpressa com chaperonas (Sonoda et al., 
2010). Nos nossos testes a U2-SCRTX-Lit2 expressa em pET-32a foi solúvel, porém 
não apresentou efeito quando injetada em insetos. Sabe-se que diferentes insetos 
possuem resistências diferentes ao mesmo veneno. Manzoli-Palma e colaboradores 
(2003) testaram as atividades dos venenos das aranhas Loxosceles gaucho, 
Phoneutria nigriventer e Nephilengys cruentata sobre abelhas, grilos e broca da cana. 
Foi observado que para o veneno de L. gaucho o modelo mais sensível foram as 
abelhas com LD50= 3,76 ng/mg enquanto para grilos e broca da cana foi de 20,61 e 
29,97 ng/mg, respectivamente (Manzoli-Palma et al., 2003). Como realizamos testes 
em diferentes modelos de insetos poderíamos ter observado atividade da toxina caso 
ela estivesse ativa. Uma possibilidade associada à ausência de atividade biológica 
para o peptídeo recombinante em questão seria a própria proteína de fusão, que 
poderia causar um impedimento estérico e dificultar a interação da toxina com os 
canais iônicos, uma vez que atividade modulatória de canais é dependente do contato 
entre alguns resíduos específicos da toxina com outros resíduos-chaves presentes 
na estrutura destes canais (Motin et al., 2015; Sheets et al., 2015). Outra hipótese 




nos testes de microinjeção em insetos realizados. Pois devemos levar em 
consideração que a massa molecular da tiorredoxina é considerável em relação ao 
peptídeo final expresso e a quantidade desta toxina nos ensaios pode ter sido inferior 
à necessária para a observação da atividade. Como parâmetro de comparação 
podemos utilizar o ensaio realizado por Corzo e colaboradores (2003), no qual a dose 
de 10 nM/g de inseto da toxina µ-HXTX-Mg2a foi adequada para a determinação da 
atividade. Tendo como base essa dose e a massa molecular da toxina U2-SCRTX-
Lit2 fusionada à tiorredoxina (massa molecular calculada de 25 kDa) seria necessário 
de 125 a 250 µg de toxina por animal, uma vez que os grilos utilizados pesavam cerca 
de 0,5-1,0 g. Tal quantidade é difícil de ser testada, uma vez que só podemos injetar 
poucos microlitros nos insetos, resultando em uma limitação do método. Cogitou-se 
então a alternativa de clivagem da etiqueta de tiorredoxina com a utlização de 
enzimas como a trombina ou enteroquinase, entretanto como essas enzimas 
apresentam um alto custo para aquisição, a princípio optou-se por outra estratégia 
para a obtenção do peptídeo recombinante. 
Para as expressões utilizando a toxina clonada em vetor pET-SUMO foram 
utilizadas as mesmas condições descritas para a construção em pET-32a. A diferença 
entre a mobilidade eletroforética esperada (~22 kDa) e a observada (~26 kDa) é 
condizente com trabalhos anteriores que sustentam a ideia de que a proteína SUMO 
contém alto número de resíduos positivos de lisina, os quais promovem a migração 
mais lenta das moléculas e resultam na diminuição da mobilidade eletroforética em 
torno de ~4 kDa (Satakarni e Curtis, 2011; Souza et al., 2012b). A proteína SUMO 
vem sendo utilizada amplamente como proteína de fusão por aumentar a solubilidade 
de diferentes proteínas recombinantes como interferon gama humano, peptídeos 
antimicrobianos, antioxidantes e anti-hipertensivos (Li, 2013; Rao et al., 2016; Tileva 
et al., 2016). Dessa forma podemos considerar o uso de proteínas de fusão com o 
intuito de melhorar a solubilidade de proteínas recombinantes e obter melhores 
resultados. A proteína SUMO por exemplo já foi colocada in tandem com outras 
proteínas como a glutationa S-transferase (GSH), a proteína ligante de maltose 
(MBP), a tioredoxina (TRX) entre outras, melhorando assim a solubilidade de 
proteínas pouco solúveis (Guerrero et al., 2015). Para a nossa construção a clivagem 
da etiqueta SUMO foi feita com a enzima ULP-1, realizada em tampão PBS, o qual 




revelou ser eficiente, como mostrado na figura 11. Após esse processo de digestão 
da construção obtivemos ~3 mg de toxina livre, uma vez que a toxina representa 
apenas um terço da molécula completa (proteína SUMO possui 14 kDa e a toxina em 
estudo ~7 kDa). Quando o produto da digestão foi analisado em gel SDS-PAGE sob 
condições não-redutoras, na qual as pontes dissulfetos não são desfeitas, a banda 
referente ao SUMO livre se apresentava inalterada. Porém a banda referente à toxina 
livre, que em condições redutoras se apresenta na altura de ~7 kDa, demonstrava 
agregação do peptídeo, observada pela formação de um complexo de alta massa 
molecular que não foi capaz de ser separada em SDS-PAGE 18%. Devido a essa 
observação a atividade biológica da U2-SCRTX-Lit2 após a clivagem não foi testada 
em insetos, uma vez que a toxina deveria passar por um processo de redobramento 
in vitro para chegar a sua estrutura monomérica e corretamente dobrada. O pET-
SUMO já foi utilizado na expressão de um peptídeo da família das notinas de aranha 
armadeira P. negriventer, a qual resultou na obtenção do peptídeo na fração  solúvel 
de proteínas; tal peptídeo apresentou atividade biológicasemelhante a toxina nativa 
(Souza et al., 2012b). Nesse mesmo trabalho uma parte da toxina se encontrava na 
forma de corpos de inclusão e para obter atividade biológica foram utilizadas técnicas 
de redobramento utilizando uma série de compostos redutores e oxidantes como 
DTT, GSH, GSSG e L-arginina. Esses compostos são utilizados para uma série de 
outros redobramentos in vitro de notinas, resultando em toxinas estruturadas e 
biologicamente ativas (Price-Carter et al., 1996; Gao et al., 2012; Liu et al., 2012). 
Porém os protocolos de redobramento in vitro testados com o objetivo de produzir o 
peptídeo U2-SCRTX-Lit2 recombinante corretamente dobrado não foram eficientes. 
A U2-sicaritoxin-Lit2 expressa usando o pET-32a foi utilizada na produção de 
soro policlonal em coelhos. O soro anti-U2-sicaritoxin-Lit2 produzido em coelhos foi 
capaz de reconhecer a toxina recombinante quando expressa por bactérias em 
diferentes vetores como pET-32a e pET-SUMO. Também foi capaz de reconhecer as 
formas recombinantes produzidas em P. pastoris, mas não foi conclusiva a 
capacidade de reconhecer a forma nativa da toxina quando testado frente ao veneno. 
O não reconhecimento da toxina nativa pode estar relacionado ao fato da toxina nativa 
estar em baixa quantidade no veneno total, uma vez que pelo transcriptoma da 
glândula de veneno de L. intermedia os transcritos para U2-sicaritoxin-Lit2 




ao fato do anticorpo reconhecer as fosfolipases do veneno, o mais provável que seja 
devido a uma reação cruzada entre os anticorpos produzidos e as fosfolipases. A 
reação cruzada pode ter sido ocasionada devido ao anticorpo ter sido produzido 
utilizando a construção total, isto é a U2-sicaritoxin-Lit2 fusionada a tioredoxina, S-tag 
e o his-tag que são as proteínas de fusão capazes de aumentar a solubilidade do 
peptídeo expresso e que são geradas a partir da expressão com pET-32a. Sendo 
assim essa construção deve conter epítopos semelhantes aos encontrados nas 
fosfolipases e metaloproteases ocasionando o reconhecimento cruzado com o soro 
ou ainda a anticorpos próprios do coelho que acabam tendo uma reação cruzada com 
proteína do veneno. Algo semelhante ao que é encontrado no caso das alergias a 
alimentos ou ainda no caso do sistema sanguíneo, onde anticorpos não específicos 
reconhecem epítopos e desencadeiam uma resposta não esperada no organismo 
(Branch, 2015; Pelz e Bryce, 2015)     
Considerando as dificuldades encontradas na expressão e dobramento da U2-
sicaritoxin-Lit2 durante os testes em bactéria, foram realizados teste de expressão em 
fungo leveduriforme Pichia pastoris. A utilização de Pichia pastoris para produção de 
proteínas recombinantes é muito descrita na literatura como por exemplo na 
expressão da notina de aranha ω-hexatoxin-Hv1a fusionada a GNA que possui 
atividade inseticida sobre larvas de lepidópteros (Pyati et al., 2014). P. pastoris 
também já foram utilizadas com sucesso na expressão de fosfolipases A2 de cobra e 
ainda porções de cadeia pesada de anticorpos contra toxina botulínica (Baghban et 
al., 2014; Santos-Filho et al., 2014). A estratégia de expressão do peptídeo 
recombinante em levedura P. pastoris está principalmente relacionado ao fato de elas 
possuírem o sistema de endomembranas como retículo endoplasmático e complexo 
de Golgi, que são as organelas responsáveis por realizar as modificações pós-
traducionais nas proteínas. Para a espécie Pichia pastoris existem algumas cepas de 
expressão com diferentes caraceristicas. No nosso trabalho foram testadas 
primeiramente duas cepas: X-33 que apresenta o fenótipo selvagem e na maioria das 
vezes é Mut+ e a cepa KM71H que possui fenótipo Muts. O fenótipo Mut está 
relacionado com a capacidade de consumo de metanol por essas leveduras, Muts 
indica uma baixa taxa de utilização de metanol em contraposição ao fenótipo Mut+ 
essa diferença ocorre pela disrrupção do promotor para o gene de álcool oxidase I, o 




Esses diferentes fenótipos podem influenciar na quantidade de proteína expressa e 
ainda no seu dobramento, por diminuir o estresse no retículo causado por uma alta 
taxa de síntese de proteína recombinante (Pedro et al., 2015; Wang et al., 2015).  
Os primeiros testes em X-33 mostraram um baixo rendimento de proteína 
recombinante por litro de expressão, associado ainda à presença de agregados por 
pontes dissulfeto. Wu e colaboradores (2012) demostraram que a expressão em P. 
pastoris a 23°C é favorável pois aumenta a taxa de oxigenação do meio de cultura e, 
assim, uma maior quantidade de hemoglobina foi obtida. Segundo os mesmos 
autores a redução na temperatura durante a indução mostrou-se favorável na redução 
dos agregados por pontes dissulfeto. A expressão foi refeita e a temperatura da 
cultura durante a indução foi reduzida para 15ºC, com o objetivo de favorecer o correto 
estabelecimento das pontes dissulfeto (Wu et al., 2012). Também foi observado que 
a diminuição da temperatura não afetou o crescimento das culturas, uma vez que a 
D.O.600 observada foi similar durante os quatro dias de indução em relação aos 
ensaios no qual a temperatura utilizada foi de 30º C. Essas estratégias não alteraram 
significativamente a produção da toxina o que nos levou a levantar a possibilidade da 
sequência não ser favorável para expressão em P. pastoris por possuir códons pouco 
frequentes para esse hospedeiro. Para tentar resolver essa questão foi realizada a 
otimização da sequência para expressão em P. pastoris pela empresa GenScript e, 
segundo a ferramenta de análise de sequências fornecida por eles, nossa sequência 
apresentava 4% de códons raros e um “Codon Adaptation Index (CAI)” de 0,69 onde 
o ideal para expressão seria superior a 0,8. A sequência contendo o pró-peptídeo foi 
otimizada contendo e apresentou um CAI= 0,88. Essa sequência foi transformada 
novamente em X-33 para um novo teste de expressão. Porém para o nosso peptídeo 
em estudo isso ainda não foi suficiente para aumentar o rendimento. A estratégia de 
otimizar códons da sequência a ser expressa é amplamente utilizada para proteínas 
obtidas em sistema de leveduras podendo aumentar a quantidade expressa em até 
cinco vezes sem alterar a biomassa durante a expressão e nem os níveis de RNAm 
(Hu et al., 2013; Tu, 2013). A otimização de códons já foi usada com sucesso na 
expressão de toxinas de escorpião, agitoxin-2 (rAgTx2) e margatoxin (rMgTx), 
inibidoras de canais de potássio onde a expressão rendeu 12 e 18 mg/L 




Levantamos a questão de que o pró-peptídeo poderia estar afetando o 
dobramento da toxina durante a expressão o que a levaria a ser degradada via 
proteossomos. Uma nova clonagem da sequência otimizada foi realizada em vetor 
pPICZαC agora da sequência sem pró-peptídeo e essa construção foi transformada 
em cepa KM71H. Também é descrito na literatura que P. pastoris rotineiramente 
expressam as proteínas recombinantes de forma corretamente dobradas porém, 
hiperglicosiladas como descrito para expressão de fosfatase acida tipo fitase de trigo 
e ainda de uma neuraminidase de vírus influenza (Dionisio et al., 2012; Yang et al., 
2012)  Como era possível o fato da toxina estar sendo expressa de forma 
hiperglicosilada a expressão foi realizada na presença e na ausência de sorbitol. Kim 
e colaboradores (2007) descreveram que culturas de levedura hiperglicosilam menos 
as proteínas recombinantes quando a cultura apresenta outra fonte de carbono que 
não metanol, como o sorbitol, glicerol ou glicose (Kim, 2007; Noseda et al., 2013 (Kim, 
2007 #133). A utilização da KM71H na ausência de sorbitol resultou na ausência de 
expressão, possivelmente pelas células de levedura utilizarem preferencialmente o 
açúcar ao invés do metanol. O baixo consumo de metanol pelas células resultou em 
baixa expressão do peptídeo, o que foi verificado pela não-detecçãoem SDS-PAGE 
corado com azul brilhante de Coomasie. A condição de expressão com 0,5% de 
metanol e sem sorbitol foi eficiente na expressão de U2-sicaritoxin-Lit2, porém quanto 
ao rendimento continuou a ser insatisfatório, não chegando a 1 mg/L de cultura.  
A expressão de toxinas ricas em cisteínas do veneno de aranha ainda é uma 
coisa pouco explorada em Pichia pastoris. Dos artigos publicados alguns utilizam 
biorreator e ainda usam lectina fusionada a toxina chegando a obter ~50 mg/L de 
cultura (Fitches et al., 2012), ou ainda utilizam Saccharomyces cerevisiae ao invés de 
Pichia pastoris (Hughes et al., 2008; Rong et al., 2011 (Hughes, 2008 #136). Também 
há relatos da expressão em P. pastoris da expressão de uma neurotoxina 
Huwentoxin-I que rendeu ~80 mg/L de cultura, porém está toxina não se mostrou ativa 
em ensaios biológicos. Como alternativa, a mesma toxina foi expressa em células de 
inseto Sf9 no sistema de baculovirus rendendo ~900 μg/L de toxina ativa (Ji et al., 
2005). Uma alternativa na produção de peptídeos de veneno é síntese química onde 
os peptídeos são produzidos “in vitro”, essa técnica é muito utilizada para produção 
de peptídeos do caramujo marinho Conus (Khoo et al., 2012; Vetter et al., 2012). Isso 




aminoácidos e no máximo 3 pontes dissulfeto, características essas que estão no 
limite da técnica, pois quanto maior a cadeia peptídica menor a eficiência da síntese 
e quanto mais pontes dissulfeto mais complexo é obtê-las corretamente. Como a U2-
sicaritoxin-Lit2 possui cinco pontes dissulfeto e a forma madura é composta por 48 
aminoácidos torna inviável produzi-la por síntese química (Paradis-Bas et al., 2015; 
Raibaut et al., 2015).          
Com o objetivo de melhorar o rendimento das expressões em P. pastoris para 
que pudessem ser realizados os testes de atividade biológica foram tentadas outras 
estratégias de expressão. Com base nisso o teste de western blotting de colônia 
ajudaria a identificar as colônias que mais produzem o peptídeo de interesse: quanto 
mais forte a marcação, mais peptídeo teria sido produzido como mostrado na seleção 
de clones na expressão de receptores acoplados a proteína G em que o uso dessa 
técnica possibilitou a obtenção de até 10 mg/L de proteína recombinante (Krettler et 
al., 2013). O laboratório estava envolvido em um grande esforço para produção de 
toxinas em P. pastoris, contando com quatro diferentes toxinas expressas em quatro 
cepas diferentes cada, e ainda algumas diferenças de construção, como proforma ou 
forma madura. Essas diferentes construções estão representadas no western blotting 
de colônia e apresentaram diferentes resultados desde uma fraca marcação até 
colônias bem marcadas. Porém foi observada uma fraca marcação nos controles 
negativos o que pode ser explicado por uma reação cruzada entre o anticorpo 
secundário utilizado e proteínas secretadas ou presentes nas membranas das 
leveduras. Outro fato a ser destacado foi que a colônia de SMD1168H que apresentou 
ótimo resultado de rendimento na expressão (~5 mg/L) apresentou uma fraca 
marcação no W.B. de colônia usando o anticorpo anti 6HisTag como anticorpo 
primário. Esse resultado foi obtido utilizando-se o modelo de expressão em alta 
densidade de células, simulando o protocolo de expressão em biorreator onde a 
densidade de células na cultura e a quantidade de proteína expressa são maiores 
(Zepeda et al., 2014; Zhan et al., 2014). A maioria dos artigos científicos que abordam 
expressão em P. pastoris não descrevem em detalhes esses testes de padronização 
e de seleção de clones. Sendo assim não existem muitos dados para que possamos 
comparar os resultados obtidos com a literatura da área. O que podemos inferir é que 
o crescimento e expressão de peptídeos em meio sólido é consideravelmente 




Outra tentativa de selecionar clones que expressassem mais peptídeo 
recombinante foi o teste de seleção de clones multicópia por aumento na 
concentração de antibióticos. Nesse teste os resultados foram mais evidentes, as 
colônias apresentaram taxas de crescimento bem diferentes. Nesse teste esperava-
se que as colônias que crescessem mais, expressassem mais peptídeo, 
considerando que a maior resistência estaria associada a inserção de várias copias 
do cassete de expressão e resistência.   As colônias de SMD1168H foram escolhidas 
para teste de expressão e o fato da colônia de menor crescimento em 500 ug de 
zeocina ter apresentado melhor expressão pode ser explicado por vários fatores como 
o fato do maior número de copias do cassete sobrecarregar a maquinaria de 
dobramento do retículo e/ou da via de secreção de proteínas ou a até a perda do 
cassete de expressão em altas concentrações (Marx et al., 2009) (Khan et al., 2013). 
A falta de atividade biológica pode estar relacionada a diversos fatores entre 
eles o modelo (insetos) testado que podem ser pouco sensíveis a toxina injetada, uma 
vez que se sabe que diferentes animais apresentam diferentes sensibilidades a 
toxinas como de Bacillus thuringiensis em plantas transgênicas ou inclusive 
resistência a inseticidas como piretróides (Yang et al., 2014; Fabrick et al., 2015; Tay 
et al., 2015). Outro fator pode ser o dobramento que pode estar incorreto, pois é 
retratado na literatura que nem sempre P. pastoris é capaz de expressar proteínas ou 
enzimas no seu correto dobramento, podendo ocorrer o acúmulo de proteínas mal 
dobradas o que pode levar a morte e lise das células de levedura, ou ainda erros no 
processo de glicosilação que gera proteínas sem atividade (Tawde, Mangala D. e 
Freimuth, Paul, 2012; Kukk et al., 2014).   
A expressão em eucarioto como Pichia pastoris pode ser ineficiente algumas 
vezes para expressão, pois o retículo endoplasmático pode sofrer uma sobrecarga e 
as pontes dissulfeto podem estar sendo mal formadas, ou a indução da expressão 
leva a lise das células acarretando em toxicidade para a cultura prejudicando a 
qualidade do produto expresso (Tawde, M. D. e Freimuth, P., 2012; Hesketh et al., 
2013).  Isso pode resultar na falta de atividade biológica do peptídeo expresso quando 
injetado nos insetos.  Outra teoria para a falta de atividade é a presença da porção C 
terminal do vetor na toxina expressa, uma vez que o pPICZaC produz o peptídeo 
fusionado ao epítopo C-myc e a cauda de histidinas (fig. 19) o que pode afetar a 




apresentados acreditamos que o mais provável seja a presença da porção C-terminal 
estar atrapalhando a interação com o canal iônico. Uma vez que essas toxinas são 
peptídeos e a atividade é dependente da exposição de alguns resíduos de 
aminoácidos específicos como os aromáticos ou com carga, os quais podem se 
encontrar ocultos devido a interferência pela porção C-terminal extra conferida pelo 
vetor pPICZaC utilizado pra expressão (Yang et al., 2014) (Huang et al., 2014) (Luo 
et al., 2014).  
A produção de toxinas da família da notinas recombinantes em sistema 
heterólogos é um processo laborioso, e na maioria das vezes, improdutivo e incerto 
como já observado. Os testes realizados no Brasil não geraram uma toxina com 
atividade biológica, mesmo quando a toxina foi expressa em diferentes modelos como 
bactérias e leveduras. Porém com a realização do estágio de doutorado-sanduíche 
na Austrália, sob co-orientação do Prof. Dr. Glenn King no Institute for Molecular 
Bioscience, na University of Queensland. Contando com uma estrutura especializada 
na produção de peptídeos da família das notinas, foi possível alcançar o objetivo geral 
do projeto, porém não com a toxina originalmente proposta. Não foi possível obter a 
U2-SCRTX-Lit2 recombinante, mas foi possível obter e testar outras três toxinas: a 
U2-SCRTX-Lit1b, a U1-SCRTX-Lit1a e a U1-SCRTX-Lit1b.  
 Os primeiros experimentos foram realizados com a U2-SCRTX-Lit2 onde o 
gene sintético com códons otimizados para expressão foi adquirido comercialmente. 
A expressão da U2-SCRTX-Lit2 em bactéria cepa BL21(DE3) foi realizada em 
diferentes condições a fim de se obter a melhor condição de expressão. Foi 
observado que a toxina fusionada a MBP apresentou uma baixa solubilidade após a 
lise das bactérias, sendo que a melhor condição para expressão foi em baixa 
temperatura (16º C) com 0,25 mM de agente indutor IPTG em tempo de 16 horas, 
sendoessa condição adequada para quando alguma proteína apresenta baixa 
solubilidade (Berrow et al., 2006; Klint et al., 2013). A purificação em coluna de Ni-
NTA foi eficiente, onde a toxina fusionada a MBP foi obtida de maneira eficiente com 
poucos contaminantes como esperado para purificação usando esse tipo de resina. 
A clivagem da toxina da sua etiqueta de solubilidade (MBP) foi realizada com a 
protease TEV, a construção do plasmídeo foi feita de tal maneira que o sitio de 
clivagem da TEV tivesse como seu último aminoácido o primeiro da U2-SCRTX-Lit2. 




terceiro melhor aminoácido nessa posição para reconhecimento e clivagem da TEV 
(Kapust et al., 2002). Porém o que foi observado foi uma eficiência reduzida na 
clivagem, onde o produto clivado foi em torno de 50% do total da toxina e isso 
provavelmente é decorrente do uso da alanina na posição P1 no sitio da TEV.  
Após a purificação em resina de níquel e clivagem com protease TEV a 
purificação foi feita em RP-HPLC usando coluna semipreparativa C18, porém não foi 
possível realizar a purificação por esse método. Diversas tentativas e condições foram 
testadas a fim de tentar obter a toxina purificada, porém em todas as tentativas não 
foi obtido uma fração referente à toxina, apenas o pico referente a MBP foi obtido. 
Esse fato pode ser devido a inúmeros fatores, como a incapacidade da toxina em se 
ligar por interações hidrofóbicas a matriz da coluna, ou a presença de múltiplas 
conformações da toxina devido à dificuldade de dobramento e formação da pontes 
dissulfeto durante a expressão em bactérias, resultando na não obtenção da toxina 
na forma de um pico (Arolas et al., 2006). Levantou-se a possibilidade da toxina estar 
precipitando antes da realização da purificação por RP-HPLC devido à adição de TFA 
na amostra antes da purificação. TFA funciona como agente pareador de íons, 
fazendo com que os peptídeos e proteínas se liguem mais eficientemente a matriz da 
coluna (Pearson e Mccroskey, 1996). O TFA também causa a redução do pH da 
solução e essa acidificação causa a precipitação do excesso de MBP da solução, 
ajudando assim a não saturar a coluna usada. Foi observado através de SDS-PAGE 
que essa acidificação do meio e precipitação da MBP, não causou uma completa 
precipitação da U2-SCRTX-Lit2 da solução, mostrando assim que a toxina se 
encontrava presente no momento da purificação em RP-HPLC. A presença e a 
identidade da toxina foram comprovadas com realização de espectrometria de 
massas tipo MALDI-TOF onde foi obtido um sinal de massa monoisotopica de 
5277,44, o que é condizente com a massa esperada para a toxina recombinante 
contendo as cisteínas oxidadas. A técnica de MALDI para caracterização da 
composição peptídica de venenos já foi descrita anteriormente apresentando bons 
resultados. Para o veneno de tarântulas foi possível diferenciar a composição dos 
venenos entre machos e fêmeas na quantidade de diferentes peptídeos encontrados 
em cada um (Palagi et al., 2013). Para o veneno de caramujo marinho de nove 
espécimes foram obtidos 5517 sinais únicos de massa expandindo assim o acervo de 




moléculas de interesse biológico ou farmacológico (Rodriguez et al., 2015). Além 
desses venenos, Touchard e colaboradores (2015) analisaram os venenos de 82 
espécies de formiga por MALDI-TOF, o que revelou uma presença de 50 a 70 
peptídeos por veneno, uma quantidade muito menor em relação aos 800 peptídeos 
encontrados no veneno de tarântula (Palagi et al., 2013; Touchard et al., 2015) 
Para a U2-SCRTX-Lit1b a expressão foi muito mais eficiente, a construção 
apresentou uma ótima solubilidade onde a maior parte da toxina apresentava-se 
solúvel mesmo realizado a expressão à 30ºC por 4 horas com 0,5 mM IPTG. A U2-
SCRTX-Lit1b possui como o primeiro aminoácido uma glicina, aminoácido esse 
também descrito como eficiente para composição do sitio da TEV na posição P1 
(Kapust et al., 2002). A clonagem foi realizada de maneira que após a clivagem a 
toxina obtida não possuísse nenhum resíduo extra devido ao fato de se utilizar a 
glicina da U2-SCRTX-Lit1b como componente do sitio da TEV. Essa abordagem foi 
eficiente, pois a clivagem apresentou uma eficiência de ~90% muito superior aos 50% 
obtidos na clivagem da U2-SCRTX-Lit2 contendo uma alanina no sítio de clivagem. A 
utilização da coluna C18 no RP-HPLC para separação da MBP da toxina também foi 
eficiente, o pico obtido teve o sinal de massas em ESI-MS compatível com a toxina 
recombinante, passo esse que não foi possível realizar com a U2-SCRTX-Lit2. 
Quando a fração obtida da U2-SCRTX-Lit1b em RP-HPLC semipreparativa foi 
analisada em coluna analítica, foi observada a presença de diferentes conformações 
da toxina, porém não foi possível realizar a separação dessas conformações nessa 
coluna. Para isso optamos por usar a coluna HILIC que faz a separação dos peptídeos 
por interação hidrofílica com a matriz da coluna, usando um gradiente de 
concentração de solvente reverso quando comparado com o RP-HPLC padrão, que 
já foi demostrado como eficiente na separação de outras substancias como cocaína 
e seus metabolitos do plasma sanguíneo, também com resultados superiores ao RP-
HPLC padrão (D’avila et al., 2016).  
A utilização coluna HILIC permitiu uma separação eficiente entre as 
conformações encontradas na expressão da U2-SCRTX-Lit1b. Foram obtidos dois 
picos que apresentavam conformações diferentes e uma região condizente com a 
toxina sem conformação como mostrados nos gráficos de HSQC. A presença dessas 
duas conformações observadas com dobramento poderia ser fruto da presença de 




mudando assim o dobramento da toxina recombinante (Lu, 1999; Rosengren et al., 
2002). A prolina é o aminoácido natural com a menor barreira de energia para 
isomerização, fazendo com que ela assuma a forma cis mais facilmente que qualquer 
outro aminoácido natural (Lin et al., 2015). No caso das frações coletadas no RP-
HPLC deveria haver um equilíbrio dinâmico entre as conformações, de modo que 
após coletar-se um desses picos, quando ele fosse reanalisado em RP-HPLC, 
deveriam aparecer novamente os dois picos, fato esse que não ocorreu (dado não 
mostrado).  
As frações coletadas tiveram suas atividades biológicas testadas em moscas 
(L. cuprina) e o resultado foi que a fração número 1 apresentou atividade de parálise 
sobre moscas com uma PD50= 837±23 pmol/g em uma hora após a injeção. Isso 
classifica a U2-SCRTX-Lit1b como toxina moderadamente inseticida, duas vezes 
mais potente que U2-segestritoxin-Sf1a e muito semelhante a μ-cyrtautoxin-As1a e 
menos potente que μ-Diguetoxin-Dc1a que possui uma PD50= 13 pmol/g essas 
toxinas tiveram suas atividades testadas no mesmo modelo biológico (Bende et al., 
2013; Bende et al., 2015). A paralise observada nas moscas não foi reversível para 
as maiores doses mesmo após 72 horas da injeção, havendo óbito das moscas por 
inanição. Essa toxina possui similaridade com toxinas de aranha que agem sobre 
canais de sódio voltagem dependente (De Castro, C. S. et al., 2004; Matsubara et al., 
2013). A maioria das toxinas de aranha que agem sobre Nav, agem como “gate 
modifiers” alterando o potencial e ação dessas células excitáveis, levando a um 
fenótipo flácido ou depressivo nos insetos (Bende et al., 2015). Porém o que foi 
observado para a U2-SCRTX-Lit1b foi uma paralise contrátil nas moscas 
possivelmente algo similar a paralise excitatória descrita para algumas toxinas 
(Windley et al., 2012). Paralise excitatória é causada por diversas toxinas como por 
exemplo a μ-agatoxin-Aa1 da aranha Agelenopsis aperta que é uma das toxinas 
moduladoras de canais Nav de inseto mais potentes. Essa toxina causa uma paralise 
convulsiva decorrente da despolarização repetitiva nos axônios, levando a uma 
liberação espontânea de neurotransmissores (Adams et al., 1989).   
Para a atividade em canais iônicos de vertebrados, a toxina foi testada pelo 
método de FLIPR, onde a toxina teve sua capacidade de bloquear os subtipos 1.7 e 
2.2 de canais de sódio e cálcio, respectivamente. Isso mostrou que a U2-SCRTX-




IC50 ficou em 29,26 µM para Nav 1.7 e 80,86 µM para Cav 2.2. Algumas outras toxinas 
de aranha possuem IC50 para Nav 1.7 muito menores que as determinadas a para a 
U2-SCRTX-Lit1b, como a μ-theraphotoxin-Tp1a IC50= 2,5 nM e μ-theraphotoxin-
Hhn1b IC50= 21,0 nM. Já a M-theraphotoxin-Gr1a IC50= 7,4 μM possui uma IC50 mais 
próxima a U2-SCRTX-Lit1b (Xiao e Liang, 2003; Redaelli et al., 2010; Cardoso et al., 
2015). Os valores de IC50 da U2-SCRTX-Lit1b determinados para Cav 2.2 também 
são muito superiores aos conhecidos para outras toxinas como ω-AGTX-Aa2a e ω-
segestritoxin-Sf1a com IC50= 10 nM e toxinas de aranha armadeira (P. negriventer) 
como ω-ctenitoxin-Pn3a e ω-ctenitoxin-Pn4a com IC50= 50,0 e 136,0 nM 
respectivamente (Newcomb et al., 1995; Miranda et al., 1998; Vieira et al., 2003; 
Adams, 2004). O interesse sobre a atividade em Nav 1.7 é devido a esse canal ser 
considerado um amplificador para o sinal de dor em humanos. Portanto, inibidores de 
Nav 1.7 possuem grande potencial para desenvolvimento de novas drogas 
analgésicas (Klint et al., 2015). Já para o canal de cálcio 2.2 ele está envolvido com 
o influxo de cálcio em resposta ao potencial de membrana, e envolvido nos processos 
de excitação neuronal, contração muscular, expressão gênica e secreção de 
hormônios (Ogiyama et al., 2015). Mas a característica mais marcante para o Cav 2.2 
para o nosso estudo, é o fato de estar muito presente nos axônios de sistema neuronal 
periférico e central. Além disso eles estão fortemente relacionados com os processos 
de isquemia cerebral e dor neuropática (Mollica et al., 2015). Junto com o canal de 
sódio eles são ótimos alvos para desenvolvimentos de novas drogas analgésicas. A 
baixa atividade da U2-SCRTX-Lit1b sobre canais iônicos de mamíferos pode ser 
interpretada de outra maneira, com um bom potencial para um novo agente pesticida 
já que possui uma atividade de parálise irreversível em insetos. 
Para a determinação da estrutura tridimensional da U2-SCRTX-Lit1b usamos 
RMN, isso se deve ao fato de peptídeos ricos em cisteína possuírem uma certa 
flexibilidade e baixa massa molecular, portanto, são geralmente muito difíceis de 
serem cristalizados para posteriores análises de difração de raios-X (Mobli e King, 
2010). Das estruturas de toxinas de aranhas depositadas no PDB, mais de 95% delas 
foram resolvidas por RMN (Berman et al., 2000). Usando essa metodologia fomos 
capazes de determinar a estrutura da U2-SCRTX-Lit1b com grande precisão, a 
estrutura mostra a presença de 5 pontes dissulfeto. Em busca no Arachnoserver, 




estrutura depositada no PDB. Não há até o momento nenhuma estrutura resolvida 
com mais de 4 pontes dissulfeto. Portanto, essa é primeira estrutura com cinco pontes 
resolvidas.  
As analises por RMN usando HSQC foram usadas para demonstrar se os picos 
do RP-HPLC representavam toxinas em alguma conformação específica e ainda 
como se comportavam quanto à estabilidade, uma vez que essa é uma técnica 
amplamente utilizada para detecção dos grupos amino (Ying et al., 2014). Os dois 
principais picos obtidos no RP-HPLC eram referentes à toxina dobrada, porém de 
diferentes maneiras, e a terceira região era referente à toxina não-dobrada, como 
mostrados nos gráficos de HSQC. Os experimentos de HSQC foram realizados com 
o peptídeo expresso contendo N15 por realçar o sinal obtido no RMN. Uma vez que a 
toxina pertence à família da ICKs que possuem folhas betas em suas estruturas, o 
gráfico do HSQC esperado seria com pontos dispersos por toda a área (Kwan et al., 
2011). Por outro lado, quando os picos se encontram agrupados na área central do 
gráfico isso indica a falta de conformação do peptídeo como mostrado na figura 27 
(Bieri et al., 2011). O comportamento da toxina também foi testado quanto a 
estabilidade térmica para coleta de dados, onde a temperatura foi alterada (18ºC; 
25ºC e 40ºC, dados não mostrados). Foi observado um certo deslocamento na 
posição dos picos, porém não houve uma melhor resolução ou estabilidade na coleta 
de dados. Quanto a coleta de dados em diferentes pHs, teoricamente é possível fazê-
la em uma gama de diferentes pHs, de tal modo que a estabilidade da toxina pode 
ser alterada. Normalmente pHs inferiores a 2,6 e maiores que 7,5 são evitados pois 
eles tendem a gerar espectros com menor qualidade (Kwan et al., 2011). Dos pHs 
testados, a toxina apresentou o melhor resultado para coleta de dados em tampão 
acetato pH 5, onde os picos obtidos tiveram boa resolução, dispersão e baixa 
presença de ruído.  
Com a determinação da estrutura por RMN foi possível também determinar as 
pontes dissulfeto da U2-SCRTX-Lit1b. O padrão de ligação das cisteínas é algo 
importante nas notinas, como por definição o motivo estrutural possui 3 pontes, mas 
podem possuir até 7 (Souza et al., 2012a), esse padrão de conectividade muda os 
resíduos expostos em cada alça da toxina. O padrão típico de conectividade é descrito 
como C1-C4, C2-C5 e C3-C6 para as toxinas com 3 pontes (Gelly et al., 2004; Gracy et 




como C1–C4, C2–C5, C3–C8, C6–C7 no caso de existência de 4 pontes (Vassilevski et 
al., 2009). Para a U2-SCRTX-Lit1b o padrão observado foi C1-C4, C2-C5, C3-C8, C6-
C7, C9-C10 o que difere do predito para quando existe cinco pontes dissulfeto C1–C4, 
C2–C5, C3–C7, C6–C9 e C8–C10 descritos na literatura (Zhang et al., 2015). A estrutura 
foi determinada a partir da toxina recombinante, não possuímos a informação da 
toxina nativa que pode apresentar um padrão de conectividade diferente do 
observado na recombinante. Porém, pelo fato da toxina recombinante possuir 
atividade biológica e essa ser associada à correta estrutura e conformação dessa 
classe de toxinas isso nos leva a supor que essa é a conformação correta da toxina. 
O correto dobramento da toxina leva a exposição de resíduos-chaves para atividade 
em cada alça, a exposição de aminoácidos aromáticos, e com carga é algo 
reconhecidamente importante para atividade das notinas (Wang et al., 2004). A U2-
SCRTX-Lit1b apresenta 3 resíduos aromáticos sendo um triptofano e duas tirosinas 
em sua sequência primária, uma outra isoforma da U2-SCRTX-Lit1b descrita por de 
Castro et al. 2004, mostra a presença de mais uma tirosina na posição 5 da sequência 
onde a toxina apresentada nesse trabalho possui uma serina. A isoforma testada por 
de Castro e colaboradores teve sua atividade inseticida testada em larvas de 
Spodoptera frugiperda, e foi comprovada como causadora de paralise flácida nessas 
larvas, sua PD50 não chegou a ser estabelecida, não possuímos dados para 
comparação entre as duas isoformas. Outros aminoácidos importantes na interação 
toxina-canal são lisinas e argininas como mostrado para interação com canais de 
potássio onde dependendo da posição que se encontram podem ocluir 
eletrostaticamente a passagem de íons (Bhuyan e Seal, 2015). A U2-SCRTX-Lit1b 
possui 5 lisinas e 4 argininas distribuídas ao longo da sequência, a presença desses 
resíduos junto com a atividade biológica corroboram com a ideia de que a estrutura 
determinada está correta.     
Outras isoformas de toxinas do veneno de L. intermedia, pertencentes às 
famílias das LiTx1 e LiTx2, mais especificamente as U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-
Lit1b descritas por de Castro e col. 2004 foram escolhidas para expressão e testes 
de atividade biológica. Para as expressões realizadas com as U1-SCRTX-Lit1a e U1-
SCRTX-Lit1b a solubilidade geral das construções foi mais baixa quando comparada 
com a U2-SCRTX-Lit1b e superiores a obtida para U2-SCRTX-Lit2, nas mesmas 




descritas no transcriptoma realizado por Gremski e colaboradores em 2010, possuem 
10 cisteínas na sua sequência aminoacídica madura. Essa grande quantidade de 
cisteínas é um fator que dificulta a expressão recombinante e a síntese química 
dessas toxinas devido à grande complexidade na formação correta das pontes 
dissulfeto, sendo necessárias muitas vezes técnicas in vitro para redobrar esses 
peptídeos. (Da Silva et al., 2009; Bae et al., 2012). Para a purificação foram usadas 
duas técnicas como para as outras toxinas, primeiramente com cromatografia de 
afinidade em resina de Ni-NTA seguido de RP-HPLC. Com a primeira foi possível 
obter a toxina fusionada a MBP com poucos contaminantes, permitindo assim a 
realização da clivagem com TEV protease. A abordagem de adicionar uma serina no 
início das sequências das toxinas, auxiliou na eficiência da clivagem com protease 
TEV, onde a clivagem apresentou uma eficiência de mais de 90% devido a eficiência 
desse aminoácido em compor o sitio de restrição (Kapust et al., 2002). Esse produto 
foi então purificado por RP-HPLC usando coluna C4 semipreparativa, onde foi 
realizada a separação entre as toxinas e a etiqueta MBP. A fração de toxinas foi 
repurificada em RP-HPLC usando coluna HILIC que revelou a presença de diversas 
conformações para ambas as toxinas. Essas conformações foram mais 
predominantes nas U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b do que na U2-SCRTX-Lit1b, 
a U2-SCRTX-Lit1b apresentou basicamente duas conformações e uma terceira 
fração sem dobramento. As U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b apresentaram uma 
pior definição entre os picos, com uma sobreposição maior entre as conformações 
similar ao encontrado nas frações durante o redobramento da HWTX-IV sintética 
(Deng et al., 2013). Essa grande quantidade de conformações reduziu o rendimento 
de toxina ativa por litro de cultura especialmente para a U1-SCRTX-Lit1b.  
 As U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b já haviam sido descritas como 
causadoras de paralise flácida em larvas de Spodoptera frugiperda (De Castro, C. S. 
et al., 2004). Esse teste foi realizado com a toxina nativa purificada do veneno, nossa 
abordagem durante o doutorado foi com toxinas recombinantes. Ambas as toxinas 
apresentaram atividade de paralise em moscas varejeiras quando injetadas, sendo 
que a U1-SCRTX-Lit1a apresentou-se como a toxina menos potente testada nesse 
trabalho. A PD50 observada para essa toxina a coloca entre as quinze toxinas com 
PD50 menor que 1500 pmol/g depositadas no Arachnoserver. Já para a U1-SCRTX-




coloca no grupo das onze mais potentes toxinas segundo pesquisa no ArachnoServer 
(Herzig et al., 2011). Outra característica apresentada pela U1-SCRTX-Lit1b foi sua 
alta letalidade em moscas, a LD50 encontrada a coloca no grupo com as 33 toxinas 
mais letais sem considerar o modelo testado (Herzig et al., 2011). Quando o modelo 
testado é levado em conta ela apresenta-se como a toxina mais letal para moscas 
ficando à frente da μ-Diguetoxin-Dc1a que possui LD50= 231,0 pmol/g valor próximo 
dos 213,0 pmol/g observados para a U1-SCRTX-Lit1b. Esses valores são diferentes 
para diferentes modelos, a μ-Diguetoxin-Dc1a possui uma LD50= 493.0 pmol/g 
quando injetada em Musca domestica (Bende et al., 2014).  
 Com base nos resultados mostramos a que produção de peptídeos inseticidas 
recombinantes do veneno de L. intermedia, são possíveis, e apresentam um potencial 
inseticida relevante para continuarmos os estudos nessa área. De posse das toxinas 
recombinantes, podemos realizar mais testes biológicos e biofísicos com o intuito de 
determinar a eficiência dessas toxinas frente a larvas de interesse econômico. Isso 
pode ser expandido inclusive para a expressão da toxina em plantas visando 















Nesse trabalho conseguimos: 
 Realizar a clonagem e expressão das toxinas U2-SCRTX-Lit2, U2-SCRTX-
Lit1b, U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b em diferentes modelos de 
expressão. 
 Determinamos a atividade biológica como inseticida para moscas das toxinas 
U2-SCRTX-Lit1b, U1-SCRTX-Lit1a e U1-SCRTX-Lit1b. 
 Conseguimos determinar a primeira estrutura tridimensional de uma ICK com 
cinco pontes dissulfeto por RMN, da toxina U2-SCRTX-Lit1b.   
Trabalhar com biologia molecular em especial com peptídeos e proteínas 
recombinantes possui alguns desafios técnicos difíceis de serem superados. Foram 
testadas e analisadas diversas condições a fim de se obter as toxinas recombinantes, 
tanto em bactérias como em leveduras. Obtivemos sucesso em três das quatro 
toxinas testadas. As três toxinas possuem atividade de paralise sobre moscas, sendo 
a mais potente U1-SCRTX-Lit1b seguida pela U2-SCRTX-Lit1b e depois pela U1-
SCRTX-Lit1a. A letalidade observada para U2-SCRTX-Lit1b e U1-SCRTX-Lit1a foram 
baixas, porém a U1-SCRTX-Lit1b pode ser considerada como potente. Fomos ainda 
capazes de resolver a estrutura da primeira notina com cinco pontes dissulfeto da 
literatura, estrutura essa que mostrou um padrão de ligação entre as cisteínas que 
difere do que era predito para notinas com cinco pontes. A realização do estágio no 
exterior foi muito proveitosa para a realização do projeto, foram alcançados bons 
resultados na parte experimental e ainda foram formados laços para futuras 
colaborações entre o grupo australiano do professor Glenn King e também do grupo 
norte americano do professor Frank Bosmans. Como perspectivas, estão faltando 
alguns dados de eletrofisiologia que estão sendo desenvolvidos pelo professor Frank 
Bosmans, assim que possuirmos esses dados será realizada a elaboração de mais 
dois artigos científicos. A realização desse trabalho agrega mais um pouco de 
conhecimento ao fantástico mundo dos venenos animais bem como nos permite 
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